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I. Zusammenfassung 
Säugetiere bevölkern nahezu jede Nische der Erde, weil sie ihre Körpertemperatur unabhängig 
von der Umgebungstemperatur regulieren können. Diese endotherme Lebensweise ist, besonders 
für Kleinsäuger, energetisch sehr kostspielig und lässt sich nur durch eine präzise Regulation der 
Energieausgaben verwirklichen. Regulationsmechanismen, die einer Absenkung des 
Stoffwechsels, um Energie zu sparen oder einer Stoffwechselsteigerung, um die 
Körpertemperatur bei Kälteexposition zu verteidigen, zugrunde liegen, sind komplex und in 
weiten Teilen unverstanden.  
Messungen von Sauerstoffverbrauch und Körpertemperatur der arid lebenden Goldstachelmaus 
(Acomys russatus) ergaben, dass A. russatus eine 50%ige Futterreduktion bei hohen 
Umgebungstemperaturen (32°C und 35°C) energetisch kompensieren kann. Durch eine 
Reduktion ihres Ruhestoffwechsels um 30% im Vergleich zu ad libitum Bedingungen und 
täglich mehrstündige torpide Phasen, hielt sie ihr Körpergewicht trotz der verringerten 
Energiezufuhr nahezu konstant. Im Gegensatz zu Torpor bei Umgebungstemperaturen von 23°C 
und 27°C, blieb die Körpertemperatur dabei auf einem normothermen Level. Die rapide 
Absenkung des Metabolismus, ein Charakteristikum von Torpor, kann demnach entkoppelt von 
einer hypothermen Körpertemperatur stattfinden und ist somit entgegen der landläufigen 
Meinung nicht nur in kalten, sondern auch in anderen klimatischen Bedingungen eine effiziente 
Strategie der Energieeinsparung.  
Als Auslöser für die regulierte Stoffwechselabsenkung im Torpor stehen die Mitochondrien in 
der Diskussion. Ein aktives Abschalten der Zellatmung könnte zu einer Stoffwechseldepression 
führen, wie sie bei Eintritt in den Torpor auftritt. Untersuchungen verschiedener Gewebe (z.B. 
Leber) von torpiden Stachelmäusen ergaben jedoch keine Verringerung der mitochondrialen 
Succinat-Respiration im Vergleich zu normometabolen Tieren. Auch das Membranpotential der 
isolierten Mitochondrien und die Effizienz der ATP-Synthase unterschieden sich nicht. Dies galt 
für torpide Stachelmäuse mit normothermer als auch hypothermer Körpertemperatur. Es weist 
darauf hin, dass die Absenkung der Stoffwechselrate im Torpor bei A. russatus nicht durch eine 
Inhibition der Zellatmung induziert wird.  
Winterakklimatisierte Dsungarische Zwerghamster (Phodopus sungorus) dagegen zeigten im 
Torpor eine aktive Inhibition der Substratoxidation in den Lebermitochondrien. Die 
Atmungsraten der Mitochondrien korrelierten mit der Körpertemperatur der Hamster, die bei 
Umgebungstemperaturen von 15°C sehr tiefe Werte erreichte.  
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Diese Daten lassen die Schlussfolgerung zu, dass eine aktive Inhibition der mitochondrialen 
Respiration artspezifisch ist und eher eine Anpassung an niedrige Körpertemperaturen im 
torpiden Zustand als die Ursache des Torporeintritts an sich. Die Mechanismen, die zum Eintritt 
in den Torpor führen, bleiben somit unklar.  
Um neue Wege für die Entschlüsselung der Regulationsmechanismen im Torpor zu eröffnen, 
wurde im nächsten Schritt ein kombinierter Messaufbau aus indirekter Kalorimetrie und 
Magnetresonanztomographie (MRT) entwickelt, der erlaubte torpide Zwerghamster bildgebend 
zu untersuchen. Die notwendige Hardware und Software wurde soweit optimiert, dass P. 
sungorus in einem 7 Tesla-Tomographen torpid wurde und erstmalig morphologische, 
angiographische und spektroskopische Aufnahmen an einem nicht-narkotisierten Tier im Torpor 
akquiriert werden konnten. Solch funktionelle Messungen mittels MRT bieten das Potential, 
neue Einblicke in die Abläufe des Torpors zu gewinnen.  
Eine weitere Stärke der MRT ist ihr hervorragender Weichgewebekontrast, der es zuließ Gewebe 
von narkotisierten Tieren in vivo zu untersuchen. Selbst Unterschiede zwischen dem weißen 
Speicherfett und dem thermogenetisch aktiven braunem Fett ließen sich darstellen und mit 
gaschromatischen Messungen ex vivo validieren. Weißes Fettgewebe wies einen höheren Gehalt 
an ungesättigten Fettsäuren auf als braunes Fettgewebe. In der Winteranpassung nahm der 
Gehalt an ungesättigten Fettsäuren in beiden Geweben bei P. sungorus zu. Daraus lässt sich eine 
bedeutsame Funktion der Fettsäuren für die Vorbereitung auf Torpor und kalte 
Umgebungstemperaturen ableiten.  
Im letzten Teil der Arbeit wurde die thermogenetische Funktion des braunen Fettgewebes 
tiefergehend untersucht. Braunes Fettgewebe spielt eine wichtige Rolle um den Körper aus 
hypothermen Phasen des Torpors wieder aufzuheizen und um eine normotherme 
Körpertemperatur bei Kälteexposition zu verteidigen. Hierfür generiert braunes Fett nach 
noradrenerger Stimulation mittels eines spezifischen Entkopplerproteins (UCP1) zitterfreie 
Wärme, indem die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien von der Atmungskette 
entkoppelt wird. Bei langanhaltender Kälteexposition steigt die Fähigkeit zur zitterfreien 
Thermogeneses durch Erhöhung der respiratorischen Kapazität des Gewebes, und diese wird 
hauptsächlich auf UCP1-vermittelte Thermogenese zurückgeführt. Knockout-Mäuse, die kein 
UCP1 besitzen, zeigten dennoch eine Steigerung der zitterfreien Wärmebildung, was auf eine 
Kompensation der UCP1-vermittelten Thermogenese hinweist. Spektroskopische und 
bildgebende MRT-Messungen konnten bei UCP1-KO Mäusen wie bei Wildtypmäusen eine 
Umstrukturierung des braunen Fettgewebes bei Kälteanpassung visualisieren. Nach 
noradrenerger Stimulation konnte eine Erhöhung des Lipidmetabolismus nachgewiesen werden. 
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Der gesteigerte Lipidstoffwechsel führte bei beiden Genotypen zu einem immensen Export von 
Fettsäuren, dem wichtigsten Substrat der Thermogenese, aus dem braunen Fettgewebe. Die 
Daten sprechen für einen UCP1-unabhängigen Mechanismus zur adaptiven Thermogenese und 
eine wichtige Funktion des braunen Fettgewebes im Lipidstoffwechsel, die über die Oxidation 
von Fettsäuren für die UCP1-vermittelte Thermogenese hinausgeht.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zu einem weiterführenden Verständnis der 
Regulationen des Energiehaushalts kleiner Säugetiere bei. Sie decken Zusammenhänge zwischen 
der aktiven Stoffwechselabsenkung, der Körpertemperatur, der Umgebungstemperatur und der 
mitochondrialen Respirationsleistung auf. Sie beleuchten den Einsatz der MRT als innovative 
Methode für die Untersuchung physiologischer Fragestellungen und werfen ein neues Licht auf 
die Funktion des braunen Fettgewebes bei der UCP1-unabhängigen zitterfreien Thermogenese. 
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II. Summary 
Mammals are able to regulate their body temperature independent of the ambient temperature 
and thus inhabit almost every ecological niche all over the world. This endothermic way of life is 
especially for small mammals energetically expensive and requires a balanced energy 
management. The mechanisms for metabolic reduction in order to save energy, i.e. torpor, or the 
increase of energy metabolism in order to defend body temperature against ambient temperatures 
are complex and barely understood.  
Measuring oxygen consumption and body temperature of Golden spiny mice (Acomys russatus) 
revealed that these desert rodents were able to compensate a 50% food restriction when kept at 
ambient temperatures of 32°C or 35°C. The spiny mice defended their body weight against the 
reduced energy supply through a 30% reduction of resting metabolic rate compared to ad libitum 
conditions as well as by using daily torpor. During torpor at these ambient temperatures they 
maintained their body temperature at a normothermic level whereas they became hypothermic 
during torpor at ambient temperatures of 23°C or 27°C. This implies that the metabolic reduction 
during torpor can occur autonomously from a hypothermic body temperature. It demonstrates 
that torpor is an efficient strategy for saving energy in a variety of habitats and not just in cold 
environments as previously assumed. 
Mitochondria are discussed to trigger the regulated metabolic depression in torpor, as it has been 
hypothesized that a shutdown of cell respiration could be responsible for the rapid reduction of 
metabolic rate during torpor entrance. For this reason mitochondrial succinate respiration of four 
tissues (e.g. liver) were investigated from torpid spiny mice but no differences were detected 
when compared to normometabolic individuals. There was no change in membrane potential or 
ATP-synthase efficiency of isolated mitochondria during torpor. These results were true for 
torpid A. russatus with normothermic and hypothermic body temperature and indicate that the 
decrease of metabolic rate during torpor in this species is not caused by a depression of 
mitochondrial respiration. In contrast, mitochondrial respiration of liver from winter-acclimated 
Djungarian hamsters (Phodopus sungorus) was significantly reduced during torpor due to an 
active inhibition of substrate oxidation. The respiration rates of liver mitochondria correlated 
with the body temperature of the hamsters, which reached very low values at an ambient 
temperature of 15°C. In conclusion the active inhibition of mitochondrial respiration seems to be 
species-specific and more an adaptation to a low body temperature in the torpid state rather than 
being the cause of torpid state per se.  
Thus, the intrinsic mechanisms of entrance into torpor still remain unclear.  
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To further elucidate the mechanisms which underlie the regulation of torpor in the Djungarian 
hamster a combination of indirect calorimetry and magnetic resonance imaging (MRI) was 
developed. Hardware and software of the experimental setup were optimized so that P. sungorus 
became torpid inside the 7 Tesla scanner allowing for the first time successful acquirements of 
imaging, angiography and spectroscopy data in a non-anaesthetized animal. Such functional 
measurements via MRI promise new insights into the processes of torpor. Another advantage of 
MRI, its excellent soft tissue contrast, was used for characterization of adipose tissue of 
anaesthetized animals in vivo. Differences between the white adipose tissue that serves mainly as 
lipid storage and the thermogenically important brown adipose tissue were detected with MRI 
and data were validated with ex vivo gas-chromatographic measurements. White adipose tissue 
had a higher content of unsaturated fatty acid than brown fat. In both tissues the amount of 
unsaturated fatty acids increased following acclimation to short photoperiod, indicating a 
contribution of fatty acids to the preparation of torpor behavior and adaptation to cold.  
The thermogenic function of brown adipose tissue was investigated more closely in the last part 
of the thesis. Brown adipose tissue is essential for small mammals to reheat from hypothermic 
states in torpor and to defend normothermic body temperature during cold exposure. For this 
purpose after noradrenergic stimulation brown adipose tissue generates heat by uncoupling the 
oxidative phosphorylation from the respiratory chain via uncoupling protein 1 (UCP1) activity. 
Long term cold exposure results in an increased respiratory capacity of brown adipose tissue and 
this adaptive non-shivering thermogenesis is mainly attributed to UCP1 induced thermogenesis. 
However, UCP1-depleted mice increased their capacity of non-shivering thermogenesis after 
adaptation to cold, indicating a compensatory mechanism of UCP1-dependent thermogenesis. 
MRI visualized a remodeling of brown adipose tissue in UCP1-KO and wildtype mice following 
cold acclimation. By using magnetic resonance spectroscopy an advanced lipid metabolism after 
noradrenergic stimulation was detected that led to an export of fatty acids, the main substrate of 
non-shivering thermogenesis, from brown adipose tissue. The data suggest an UCP1-
independent adjustment of brown adipose tissue to cold exposure and a contribution to lipid 
metabolism that exceeds the oxidation of fatty acids for UCP1-dependent thermogenesis.  
The results of the present PhD-Thesis contribute to a better understanding of the energy 
metabolism in small mammals. They untangle the interactions between an active down-
regulation of metabolism, body temperature, ambient temperature and mitochondrial respiration. 
They discuss the potential of MRI as an innovative method in order to answer physiological 
questions and stress the role of brown adipose tissue concerning UCP1-independent 
thermogenesis.
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III. Abkürzungsverzeichnis 
ADP Adenosindiphosphat 
ATP Adenosintriphosphat 
BAT Braunes Fettgewebe (brown adipose tissue) 
DEE Täglicher Energieverbrauch (daily energy expenditure) 
DEI Täglicher Energieeinnahme (daily energy intake) 
FCCP Carbonylcyanid-4-trifluormethoxy-phenylhydrazon 
FFS Freie Fettsäuren 
fMRI funktionelle Magnetresonanztomographie 
HSL Hormonsensitive Lipase 
MR Magnetresonanz 
MRS Magnetresonanzspektroskopie 
MRT Magnetresonaztomographie 
MHz Megahertz 
Pi Inorganisches Phosphat 
PCr Phosphokreatin 
RMR Ruhestoffwechsel (resting metabolic rate) 
SNR Signal-zu-Rausch-Verhältnis (signal to noise ratio) 
ROI Ausgewählte Region (region of interest) 
RQ Respiratorischer Quotient 
T Tesla 
TA Aufwachvorgang aus dem Torpor (torpor arousal) 
Ta Umgebungstemperatur (ambient temperature) 
Tb Körpertemperatur (body temperature) 
TE Torporeintritt 
TOF Angiographie-Sequenz (time-of-Flight) 
TP Tiefer Torpor (torpor plateau) 
TPMP Triphenylmethylphosphonium 
UCP1 Entkopplerprotein 1 (uncoupling protein 1) 
VO2 Sauerstoffverbrauch = Maß für Stoffwechselrate 
WAT Weißes Fettgewebe (white adipose tissue) 
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1 Einleitung  
1.1 Kleine Körpergröße - Große Herausforderung 
Nagetiere (Rodentia) bilden innerhalb der Säugetiere (Mammalia) die artenreichste Ordnung und 
sind auf sämtlichen Erdteilen (ausgenommen der Antarktis) beheimatet. Bis auf wenige 
Ausnahmen gehören sie zu den kleineren Vertretern der Säuger (Puschmann 2004). Um auch 
extreme Klimazonen bevölkern zu können, haben sie bemerkenswerte Anpassungsstrategien 
hinsichtlich ihres Energiehaushalts und ihrer Temperaturregulation entwickelt.  
Ihre geringe Körpergröße bringt unter energetischen und thermoregulatorischen Gesichtspunkten 
besondere Herausforderungen mit sich. Der gewichtsspezifische Energieverbrauch verhält sich 
allometrisch zur Körpermasse und steigt bei zwischenartlichen Vergleichen mit Abnahme des 
Körpergewichts (Kleiber 1932; Hayssen and Lacy 1985; White and Seymour 2003). Je kleiner 
also das Tier, desto höher ist im Verhältnis sein Energieverbrauch. Zudem halten Nagetiere, wie 
alle endothermen Tiere, ihre warme Körpertemperatur über einen weiten 
Außentemperaturbereich aufrecht. Mit sinkender Körpergröße steigt der Wärmeverlust eines 
Tieres, da seine Oberfläche im Verhältnis zum Volumen zunimmt (Heldmaier 1971). Die 
Möglichkeiten isolierende Fettdepots und Fellschichten anzulegen, die den Wärmeverlust 
verringern, sind begrenzt. Eine ausreichende Kompensation des Wärmeverlusts lässt sich nur 
durch eine hohe Stoffwechselleistung realisieren, die permanent Wärme erzeugt. In der 
Thermoneutralzone reicht allein die Abwärme des basalen Stoffwechsels aus, um eine 
normotherme Körpertemperatur aufrecht zu erhalten (I.U.P.S. Commission for Thermal 
Physiology 2001). Die Thermoneutralzone einer Hausmaus (Mus musculus) beispielsweise liegt 
bei einer Umgebungstemperatur von 30-32°C, während die eines Pferdes von 5°C bis 25°C 
reicht (Hudson and Scott 1979; Morgan 1998). Unterschreitet die Umgebungstemperatur die 
Thermoneutralzone (Kälte-Exposition) setzen endogene Mechanismen der Wärmebildung ein, 
die zu einer Stoffwechselsteigerung führen. Man unterscheidet zwischen der zitterfreien 
Thermogenese und dem Kältezittern. Bei Nagern und anderen eutherischen Kleinsäugern findet 
das Gros der zitterfreien Thermogenese im braunen Fettgewebe statt und ist für die Regulation 
der Körpertemperatur von großer Bedeutung (Laury and Portet 1974; Foster and Frydman 1978). 
Erst wenn die Kapazität der zitterfreien Wärmebildung nicht ausreicht, um die Körpertemperatur 
aufrecht zu erhalten, sprechen die für das Kältezittern verantwortliche Thermorezeptoren im 
Rückenmark an und eine Kontraktion der Skelettmuskulatur setzt ein (Fuller et al. 1977; Banet et 
al. 1978). Bei dieser Art der Muskelbewegung wird keine mechanische Arbeit verrichtet, 
sondern chemische Energie in Wärme umgesetzt.  
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1.2 Heiß - Das kleine Braune 
In Anpassung an ihre Umwelt weisen einige Nagerarten im Verhältnis zu ihrem Körpergewicht 
beträchtliche Mengen an braunem Fettgewebe auf. Die braunen Fettdepots sind stark innerviert 
und vaskularisiert. Die interscapularen, dorsal zervikalen, axillaren und substernalen Depots 
umgeben den Thorax und sorgen dafür, dass bei Bedarf erwärmtes Blut zum Herzen gelangt und 
dadurch im Körper umverteilt wird (Cannon and Nedergaard 2004; Heldmaier et al. 2013). Die 
Wärmegeneration des braunen Fettgewebes wird über das Entkopplerprotein 1 (uncoupling 
protein 1, UCP1) vermittelt, das spezifisch in der inneren Mitochondrienmembran brauner 
Adipozyten lokalisiert ist. Bei noradrenerger Stimulation des braunen Fettgewebes durch das 
sympathische Nervensystem wird UCP1 aktiviert und entkoppelt in den Mitochondrien die 
oxidative Phosphorylierung von der Atmungskette (Lafrance et al. 1980; Cannon and 
Nedergaard 2004). Freie Fettsäuren spielen bei diesem Prozess eine wichtige Rolle, da sie 
sowohl als Substrat für die Atmungskette als auch als Aktivator des UCP1 dienen (Carneheim et 
al. 1984; Fedorenko et al. 2012). Die im Protonengradienten gespeicherte Energie wird nicht 
mehr als chemische Energie in Form von ATP gebunden, sondern als Wärme frei (Abb. 1, 
Cannon and Nedergaard 2004). Entsprechend ihrer thermogenetischen Funktion zeichnen sich 
braune Adipozyten durch einen hohen Zytoplasmagehalt aus, sind reich an Mitochondrien und 
arm an ATP-Synthasen (Houstĕk et al. 1995). Durch ihre multilokulären Lipidtröpfchen 
unterscheiden sie sich deutlich von weißen Adipozyten, die unilokuläre Lipidtröpfchen und 
wenig Zytoplasma aufweisen (Cinti 2005). Es ist nach wie vor umstritten, welchen Anteil die 
Wärmebildung im braunen Fett an der gesamten zitterfreien Thermogenese hat und ob eine 
Steigerung der Thermogeneseleistung bei Kälteexposition ausschließlich UCP1-vermittelt ist. Je 
nach Akklimatisationsgrad und abhängig von der Tierart entstehen vermeintliche 30% bis zu 
70% der Wärmebildung im braunen Fettgewebe (Heldmaier and Buchberger 1985; Puchalski et 
al. 1987). Für diese adaptive Thermogenesekapazität ist eine Rekrutierung von braunem Fett, mit 
einem gesteigerten Mitochondriengehalt und einer erhöhten UCP1-Expression in den 
Adipozyten, von großer Bedeutung (Heldmaier 1974; Heldmaier et al. 1981; Klingenspor 2003). 
Interessanterweise sind auch Mäuse ohne funktionelles UCP1 (UCP1-KO) in der Lage kalte 
Umgebungstemperaturen zu tolerieren und dabei ihre normotherme Körpertemperatur zu 
verteidigen. Dies lässt auf weitere Mechanismen endogener Wärmebildung schließen, die ein 
Wegfallen der UCP1-abhängigen Thermogenese kompensieren können.  
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Abbildung 1 Zitterfreie Thermogenese im braunen Fettgewebe nach noradrenerger Stimulation. 
Kälteexposition induziert die Freigabe von Noradrenalin aus den Synapsen des sympathischen 
Nervensystems. Noradrenalin bindet an β-adrenerge Rezeptoren der braunen Adipozyten und setzt eine 
Kaskade in Gang, die zur Aktivierung von Lipasen (z.B. hormonsensitive Lipase, HSL) und damit zur 
Lipolyse freier Fettsäuren (FFS) aus den Lipidtröpfchen (L) führt. Im Gegensatz zum Ruhezustand 
werden nun nicht mehr hauptsächlich Substrate aus der Glykolyse, sondern FFS in den Mitochondrien 
oxidiert. Die Elektronen ihrer Reduktionsäquivalente wandern entlang der Atmungskette, an deren Ende 
sie Sauerstoff zu Wasser reduzieren. Auf diesem Weg werden Protonen aus der Matrix über die 
Atmungskomplexe in den Intermembranraum gepumpt, so dass ein Protonengradient über die innere 
Mitochondrienmembran entsteht. Aktivierung des Entkopplerproteins 1 (UCP1) durch FFS erlaubt einen 
Rückstrom der Protonen in die mitochondriale Matrix, die ATP-Synthese kommt zum Erliegen und die 
protonenmotorische Energie wird statt dessen als Wärme frei. Das weiße Fettgewebe liefert zusätzlichen 
Nachschub an FFS. Es unterscheidet sich durch einen geringeren Zytoplasmagehalt (C) mit wenigen 
Mitochondrien deutlich vom braunen Fettgewebe. 
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Bisherige Begründungen für die Kältetoleranz von UCP1-KO Mäusen beruhen auf einer 
antrainierten Steigerung des Kältezitterns oder auf einem erhöhten Energiedurchsatz im weißen 
Fettgewebe (Golozoubova et al. 2001; Ukropec et al. 2006; Meyer et al. 2010). Der Beitrag 
anderer Organe sowie ein UCP1-unabhängiger Beitrag des braunen Fettgewebes zur zitterfreien 
Thermogenese sind ebenfalls denkbar.  
1.3 Torpor - Der aktive Energiesparmodus  
Endogene Wärmebildung bei Kälteexposition, unabhängig welcher Ressource, bedeutet einen 
erhöhten Energieumsatz. Die entstehenden thermoregulatorischen Kosten sind bei kleinen Tieren 
besonders hoch (Scholander et al. 1950) und ein erhöhter Energiestoffwechsel birgt besonders 
dann Probleme, wenn die Energiezufuhr durch saisonale Schwankungen limitiert ist. Im Freiland 
führen ein reduziertes Nahrungsangebot, verminderte Wasserverfügbarkeit oder niedrige 
Umgebungstemperaturen dazu, dass Tiere mit einer negativen Energiebilanz konfrontiert werden 
und auf interne Energiereserven zurückgreifen müssen. Torpor ist eine physiologische 
Anpassungsstrategie von diversen Säugerarten, aber auch von Vögeln (Heldmaier et al. 2004; 
Melvin and Andrews 2009; Geiser 2013), um den Energiebedarf abzusenken. Während eines 
Torporbouts verringert sich der Sauerstoffverbrauch des Tieres auf ein Minimum der 
normometabolen Werte und seine Körpertemperatur sinkt auf wenige °C über 
Umgebungstemperatur. So können die thermoregulatorischen Kosten einer konstant hohen 
Körpertemperatur eliminiert werden. Die durch Torpor erreichte Energieeinsparung beträgt 
zwischen 30% und 90% (Ruf and Heldmaier 1992; Körtner and Geiser 2009).  
Die Bereitschaft in den Torpor einzutreten kann interspezifisch und habitatabhängig stark 
variieren. Dies lässt sich an folgenden drei Beispielen verdeutlichen (Abb. 2). Der Dsungarische 
Zwerghamster (Phodopus sungorus) ist in den Steppen Kasachstans und Sibiriens heimisch und 
zeigt einen ausgeprägten saisonalen Dimorphismus. Mit abnehmender Tageslichtlänge (< 13 h) 
färbt sich das Fell des Hamsters von grau-braun zu weiß. Er verliert Körpergewicht und seine 
Körperzusammensetzung ändert sich (Hoffmann 1982; Wade and Bartness 1984; Klingenspor et 
al. 2000). Nur während dieser Winteranpassung zeigt P. sungorus spontanen Torpor, dann 
jedoch selbst bei thermoneutraler Umgebungstemperatur (23°C) und ad libitum Futterangebot 
(Heldmaier and Steinlechner 1981; Kirsch et al. 1991).  
Für die arid lebende Goldstachelmaus (Acomys russatus) sind Futter- und Wasserverfügbarkeit 
dagegen ein wichtigerer Torporstimulus als die Photoperiode (Levy et al. 2011a).  
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Im Labor zeigt A. russatus Torpor bei moderat kalten Umgebungstemperaturen (27°C) unter 
Futterreduktion, während Torporbouts unter ad libitum Bedingungen bisher noch nicht 
beschrieben wurden (Ehrhardt et al. 2005; Gutman et al. 2006).  
Bei der Hausmaus (Mus musculus) lässt sich Torpor durch eine Kombination aus Futterreduktion 
und Absenkung der Umgebungstemperatur von thermoneutralen 30°C auf 18°C induzieren 
(Swoap and Gutilla 2009; Oelkrug et al. 2011). Bei allen drei Beispielen dauert die torpide Phase 
kürzer als 24 Stunden an (hauptsächlich in der circadianen Ruhephase der Tiere) und man spricht 
von täglichem Torpor oder Tagesschlaflethargie (Abb. 2). Im Winterschlaf dagegen kann ein 
einzelner Torporbout Tage bis Wochen andauern (Arnold et al. 1989). 
 
Abbildung 2 Messungen des Sauerstoffverbrauchs (VO2) und der Körpertemperatur (Tb) verschiedener 
Nagerspezies bei unterschiedlichen Umgebungstemperaturen (Ta). Alle drei Tiere beginnen am Ende der 
Dunkelphase (schwarzer Balken) einen mehrstündigen Torporbout (Torporeintritt (TE), Torporplateau 
(TP), Torporarousal (TA)). P. sungorus erhielt Futter ad libitum, während A. russatus 50% 
futterreduziert war und M. musculus das Futter vor Beginn der Messung entzogen wurde. 
(unveröffentlichte Daten der AG Heldmaier) 
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Trotz unterschiedlicher Umweltbedingungen läuft der Eintritt in den Torpor charakteristisch ab. 
Zuerst sinken Sauerstoffverbrauch, Atem- und Herzschlagrate massiv ab, bevor die 
Körpertemperatur fällt (Heldmaier and Ruf 1992; Elvert and Heldmaier 2005). Es stellt sich die 
Frage, welche externen oder internen Faktoren einen Torporbout regulieren. Da der Stoffwechsel 
vor der Körpertemperatur sinkt, spricht dies für eine aktive Depression des Metabolismus und 
nicht für einen passiven Effekt der abgesenkten Körpertemperatur als Ursache für den 
hypometabolen Zustand. 
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Abbildung 3 Überblick der physiologischen, zellulären und molekularen Änderungen im Torpor. Die 
Angaben beziehen sich auf torpide Tiere im Vergleich zu ihrem normothermen Zustand und stammen 
hauptsächlich aus Untersuchungen an winterschlafenden Arten. 
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Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Thermosensitivität auch im tiefen Torpor erhalten 
bleibt und die Körpertemperatur weiterhin, auf ihrem abgesenkten Level, durch aktive 
Änderungen in der Stoffwechselrate reguliert wird (Heldmaier and Steinlechner 1981; Ortmann 
and Heldmaier 2000; Buck and Barnes 2000). Es ist leicht vorstellbar, dass intrinsische 
Änderungen stattfinden müssen, damit der Organismus extrem niedrige Temperaturen, 
verlangsamte Stoffwechselvorgänge, Minderdurchblutung aller Organe und auftretenden 
Zellstress während eines Torporbouts tolerieren kann, ohne Schäden davonzutragen (van 
Breukelen et al. 2010; Talaei et al. 2011). Welche Faktoren den aktiven Eintritt in den torpiden 
Zustand auslösen und welche molekularen Signalwege zusammenspielen, um ihn 
aufrechtzuerhalten und “auszuhalten“, ist indes nur lückenhaft erforscht und verstanden (Abb. 3) 
(Carey et al. 2003; Heldmaier et al. 2004; Drew et al. 2007; Melvin and Andrews 2009). 
Darüber hinaus ist unklar inwieweit eine niedrige Körpertemperatur im Torpor notwendig ist und 
ob thermodynamische Effekte eine Absenkung der Stoffwechselrate bei Torporeintritt 
unterstützen. Einerseits wird eine hypotherme Körpertemperatur in der Regel als 
Charakteristikum von Torpor angeführt. Selbst Tiere, die für ihren „Sommertorpor“ bekannt 
sind, bevorzugen kühle Bauten oder die kühleren Stunden des Tages für den Torporeintritt 
(Barclay et al. 2001; Liu and Karasov 2011; Turner et al. 2012). Andererseits konnten bei 
einigen Arten wie z.B. torpiden Lemuren und Siebenschläfern trotz verhältnismäßig hohen 
Körper- und Umgebungstemperaturen niedrige Stoffwechselraten beobachtet werden (Dausmann 
et al. 2005; Elvert and Heldmaier 2005). Es bleibt daher fraglich, ob Torpor auch bei 
Umgebungstemperaturen auftreten kann, die ein Absinken der Körpertemperatur gänzlich 
unterbinden.  
Weiterhin ist nicht verstanden, ob die hypometabole Stoffwechselrate hauptsächlich durch eine 
verringerte Verfügbarkeit an Energie (ATP) oder durch eine Inhibition energieverbrauchender 
Prozesse erlangt wird. Hauptbildungsort von ATP ist die oxidative Phosphorylierung in den 
Mitochondrien, die mehr als 90% des Sauerstoffverbrauchs eines normothermen Säugetieres in 
Anspruch nimmt (Rolfe and Brown 1997). Es wird diskutiert, ob eine verringerte Zellatmung als 
Ursache für die metabolische Inhibition im Torpor anzunehmen ist und welche molekularen 
Mechanismen zu einer Absenkung der mitochondrialen Atmung beitragen können (Staples and 
Brown 2008).  
Ersten Studien zufolge könnte eine aktiv reduzierte Atmungsrate der Lebermitochondrien einen 
wichtigen Beitrag beim Eintritt in den Torpor leisten, wenn die Körpertemperatur des Tieres 
noch hoch ist (Brown et al. 2007).  
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1.4 Magnetresonanztomographie - Schau mal rein  
Viele Fragen hinsichtlich der Regulation des Energiemetabolismus im Torpor und der 
zitterfreien Thermogenese sind noch unbeantwortet. Gleichzeitig wächst das Interesse auf 
diesem Gebiet. Torpor und braunes Fettgewebe haben in den letzten Jahren für die translationale 
Forschung an Bedeutung gewonnen (Bouma et al. 2012; Jinka and Duffy 2013), besonders seit 
aktives braunes Fett vor wenigen Jahren auch im Menschen nachgewiesen wurde (Lichtenbelt et 
al. 2009; Virtanen et al. 2009; Cypess and Kahn 2010; Gunawardana 2012). Um neue 
Blickwinkel auf dieses Gebiet zu erlangen, bieten sich bildgebende Methoden an.  
Magnetresonanztomographen mit hohen Magnetfeldstärken (> 7 Tesla) eignen sich heutzutage 
für wissenschaftliche Untersuchungen von Kleintieren. Wegen des hervorragenden 
Weichgewebekontrasts wird die Magnetresonanztomographie (MRT) verbreitet in der 
Diagnostik pathologischer oder phänotypischer Veränderungen eingesetzt (Lyons 2005; Nieman 
et al. 2005; Waerzeggers et al. 2010). Überdies sind spektroskopische Untersuchungen möglich 
(Serkova et al. 2009). Mit Protonenspektroskopie lassen sich Fettsäurezusammensetzung und 
Fettgehalt von Organen bestimmen oder Neurotransmitter und Stoffwechselmetabolite 
darstellen. Phosphorspektren zeigen energiereiche Phosphate und sind hilfreich, um Änderungen 
im Energiemetabolismus oder dem intrazellulären pH-Wert verschiedener Gewebe zu 
detektieren (Willenborg et al. 2011; Agrawal et al. 2011; Kemp and Brindle 2012). Die 
Datenerhebung mittels MRT ist eine non-invasive Methode, die in vivo stattfindet. Ein großer 
Vorteil, um dynamische Prozesse in der tierexperimentellen Forschung verfolgen zu können.  
In der Regel ist eine Narkotisierung der Versuchstiere während der Messung notwendig. Auf den 
Spuren der aktiven metabolischen Depression im Torpor ist dies jedoch kontraindiziert, da 
Anästhetika eine metabolische Inhibition verursachen und Hypothermie hervorrufen. MRT-
Studien an Winterschläfern sind bisher selten und eine Weiterentwicklung des MRT-Potentials 
auf diesem Forschungsgebiet ist ein Teil der vorliegenden Arbeit (Bock et al. 2002; Henry et al. 
2007; Hu et al. 2011).  
Weniger kritisch sind Fragestellungen, die die morphologische Charakterisierung des braunen 
Fettes oder dessen thermoregulatorische Aktivierung betreffen. Neuste Messsequenzen erlauben 
eine Differenzierung und Quantifizierung von braunem und weißem Fettgewebe bei Mäusen und 
Ratten in vivo (Hu et al. 2010; Peng et al. 2013; Smith et al. 2013; Holstila et al. 2013). MRT 
spezifische Parameter, die den Bildkontrast beeinflussen, ändern sich in thermogenetisch 
aktivem braunem Fettgewebe (Hu et al. 2012).  
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Neben seiner ausgezeichneten Gewebedarstellung bietet MRT somit ein hohes Potential für die 
Visualisierung dynamischer Stoffwechselprozesse während der Thermoregulation und 
Kälteanpassung (Sbarbati et al. 2006; Khanna and Branca 2012).  
1.5 Zielsetzung 
Die vorliegende Promotionsarbeit befasst sich mit stoffwechselphysiologischen Prozessen, die 
einerseits die aktive Absenkung des Energiestoffwechsels bei A. russatus und P. sungorus 
anderseits die gezielte Stoffwechselsteigerung während der Thermogenese bei UCP1-KO 
Mäusen betreffen.  
Der erste Teil dieser Arbeit stellt die Untersuchung der Stoffwechselreduktion bei 
Nahrungsmangel und während des täglichen Torpors in den Vordergrund. 
 Welche metabolischen Anpassungen sind bei der arid lebenden Goldstachelmaus unter 
Futterreduktion zu beobachten? Ist Torporeintritt auch bei Umgebungstemperaturen möglich, 
die ein Absinken der Körpertemperatur auf hypotherme Werte unterbinden?  
 Kann eine Inhibition der mitochondrialen Respiration als Auslöser für die metabolische 
Depression im torpiden Zustand angesehen werden?  
Der zweite Teil dieser Arbeit fokussiert auf den Einsatz der Magnetresonanztomographie. Es soll 
ein Setup entwickelt werden, das die kontinuierliche Überwachung des metabolischen Zustands 
parallel zur Kleintierbildgebung ermöglicht und erlaubt, torpide Zwerghamster bildgebend zu 
untersuchen. 
 Ist es möglich, dass nicht-narkotisierte, freibewegliche Zwerghamster in dem selbst-
entwickelten Versuchsaufbau torpid werden? Tolerieren torpide Hamster das MRT-Scanning? 
Zudem soll die Magnetresonanz (MR) für Bildgebung und Spektroskopie (MRS) genutzt 
werden, um braunes Fett in vivo zu charakterisieren und neue Einblicke in die Abläufe während 
der zitterfreien Thermogenese zu gewinnen.  
 Lässt sich metabolisch aktives und inaktives Fettgewebe differenzieren? Welchen Einfluss hat 
die Photoperiode auf die Fettsäurezusammensetzung des weißen und braunen Fettgewebes 
von P. sungorus? 
 Inwieweit lassen sich dynamische Prozesse im braunen Fettgewebe während der zitterfreien 
Thermogenese visualisieren und welchen Einfluss hat UCP1 dabei? 
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2 Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Es wurden drei Spezies aus der Ordnung der Rodentia herangezogen. Alle Tiere stammten aus 
der institutseigenen Zucht der Philipps-Universität Marburg. Entsprechend der jeweiligen 
Fragestellung wurden die Tiere unter verschiedenen Photoperioden, Fütterungsbedingungen und 
Temperaturregimen gehalten. 
2.1.1 Goldstachelmaus (Acomys russatus)  
In ihrem natürlichen Habitat, der Judäischen Wüste Israels, toleriert A. russatus extrem hohe 
Umgebungstemperaturen und ein saisonal limitiertes Nahrungs- und Wasserangebot. In den 
Sommermonaten herrschen selbst in ihrem Unterschlupf Temperaturen von 32°C bis über 40°C 
(Lee et al. 1998; Elvert et al. 1999). Ein Absinken der Körpertemperatur auf hypotherme Werte 
ist unter diesen Bedingungen nicht möglich. 
Um die Anpassungsstrategien von A. russatus an Futterreduktion und das Auftreten von Torpor 
über eine weite Umgebungstemperaturspanne zu studieren, wurden Körpergewicht, 
Stoffwechselrate und Körpertemperatur der Stachelmäuse protokolliert. Zunächst unter ad 
libitum Fütterung bei einer Umgebungstemperatur von 27°C (24 h lang) sowie bei 23°C, 32°C 
oder 35°C (weitere 24 h). Darauf folgend erhielten die Stachelmäuse nur noch 50% des ad 
libitum Futterverbrauchs und wurden eine Woche lang bei konstanten 27°C und weitere zwei 
Wochen bei 23°C, 32°C oder 35°C gehalten. Am Ende der dreiwöchigen Futterreduktion wurde 
die mitochondriale Bioenergetik der torpiden und normometabolen Stachelmäuse untersucht und 
mit ad libitum gefütterten Individuen verglichen.  
2.1.2 Dsungarischer Zwerghamster (Phodopus sungorus)  
Kurztagakklimatisierte (LD 8:16) Zwerghamster zeigen eine hohe Bereitschaft für spontanen, 
täglichen Torpor. Um den Einfluss der mitochondrialen Bioenergetik auf Torpor zu 
entschlüsseln, wurde die Respirationsleistung isolierter Mitochondrien von torpiden und 
normothermen sowie gefasteten (18 h) Zwerghamstern gemessen. Als Indikator für den 
metabolen Zustand wurde in diesem Versuch die Körpertemperatur der Tiere registriert.  
Bei einer Umgebungstemperatur von 15°C sind die Torporbouts von P. sungorus besonders lang 
und tief (Ruf et al. 1993). Deshalb wurde P. sungorus für die Pilotstudie gewählt, 
Untersuchungen an einem nicht-narkotisierten, frei beweglichen Versuchstier im 
Kleintiertomographen durchzuführen.  
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Die Hamster wurden bei 15°C in einer Stoffwechselküvette im Magnetresonanztomographen 
platziert. Mittels indirekter Kalorimetrie wurde ihre Stoffwechselrate kontinuierlich gemessen, 
so dass die Bildgebung bei Erreichen des torpiden Zustands gestartet werden konnte. Ebenfalls 
mit MRT, jedoch unter Narkose, wurde die Gewebezusammensetzung von braunem und weißem 
Fettgewebe der Hamster bildgebend und spektroskopisch untersucht. Hierbei wurden 
kurztagakklimatisierte Zwerghamster (23°C und 5°C) und solche aus dem Langtag (LD 16:8, 
23°C) verglichen. Die präparierten Gewebe wurden im Anschluss an die MRT mittels 
Gaschromatographie analysiert, um die erhobenen Daten zu validieren.  
2.1.3 UCP1-knockout Maus (Mus musculus)  
Im Vergleich zu Wildtypmäusen (C57BL/6J) besitzen UCP1-knockout (UCP1-KO) Mäuse kein 
funktionelles UCP1, da im ucp1 Gen mittels homologer Rekombination das zweite Exon sowie 
Teile des dritten Exons durch eine Neomycin-Resistenzkassette ersetzt wurden. Dies führt zur 
Deletion einer wichtigen Transmembran-Domäne und somit zum Funktionsverlust des Proteins 
(Enerbäck et al. 1997). Um die Funktionalität von braunem Fett ohne UCP1 und die Fähigkeit 
zur UCP1-unabhängigen Thermogenese zu untersuchen, wurden UCP1-KO Mäuse und ihre 
wildtypischen Wurfgeschwister sukzessive für drei Wochen an 30°C, drei Wochen an 18°C und 
zwei Wochen an 5°C Umgebungstemperatur akklimatisiert und miteinander verglichen. Mit MR-
Bildgebung wurde die Zusammensetzung des braunen Fettgewebes in jeder Temperaturstufe 
dargestellt. Die dynamische Reaktion nach Stimulation des braunen Fettgewebes durch 
Noradrenalin-Injektion wurde mit Wasserstoff- und Phosphorspektroskopie in vivo verfolgt. 
Über indirekte Kalorimetrie wurde zudem an wachen Mäusen die Steigerung des 
Energieumsatzes nach noradrenerger Stimulation im Vergleich zum Ruhestoffwechsel gemessen 
und die Kapazität der zitterfreien Thermogenese berechnet. Alle Messungen wurden unter 
annähernd thermoneutralen Bedingungen durchgeführt, um die metabolische Antwort auf 
Noradrenalin unter gleichen Voraussetzungen zu erhalten. 
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2.2 Methoden für die Datenerhebung 
Für die Datenerhebung wurden die im Folgenden aufgelisteten Methoden eingesetzt. Auf die 
Grundlagen der indirekten Kalorimetrie, der Respirationsmessung isolierter Mitochondrien und 
der Magnetresonanztomographie wird in diesem Kontext vertiefend eingegangen. Weitere 
Informationen zu allen angewendeten Methoden und der statistischen Auswertung der erhobenen 
Daten sind im Material und Methodenteil der einzelnen Manuskripte (Kapitel 6) zu finden. Die 
in Kapitel 3 angegeben Ergebniswerte zeigen Mittelwerte (± Standardfehler).  
Tierexperimentelle Arbeiten 
- Akklimatisierung an verschiedene Photoperioden und Umgebungstemperaturen  
- Dokumentation von Körpergewicht und Futteraufnahme 
- Telemetrie der Körperkerntemperatur nach Implantation temperatursensitiver Sender 
- Überwachung von Atemfrequenz, Herzschlagrate (mittels Elektrokardiogramm) und 
rektaler Körpertemperatur 
- Indirekte Kalorimetrie zur Bestimmung von Ruhestoffwechsel, minimaler 
Stoffwechselrate, täglichem Energieverbrauch und zur Überwachung von 
Torporverhalten 
- Bestimmung der zitterfreien Thermogenesekapazität nach noradrenerger Stimulation 
mittels indirekter Kalorimetrie 
- Induktion von Torporverhalten durch Futterreduktion 
- Inhalations- und Injektionsnarkose für Laparotomie und MRT-Untersuchungen 
- Tötung zur Organentnahme (Leber, Niere, Herz und Skelettmuskel, epididymales weißes 
Fett, interscapulares und dorsal zervikales braunes Fett) 
Alle durchgeführten Tierversuche wurden nach dem Deutschen Tierschutzgesetz beantragt und 
genehmigt. 
Arbeiten zur mitochondrialen Bioenergetik 
- Isolation von Mitochondrien aus Leber-, Nieren-, Skelettmuskel- und Herzgewebe mittels 
differentieller Zentrifugation 
- Proteinquantifizierung mittels Biuret 
- Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs und Membranpotentials mit Clark-
Elektrode und TPMP+ sensitiver Elektrode 
- Ermittlung des ADP/O-Verhältnisses, als Maß für die Effizienz der ATP-Synthase 
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- Messung der Wasserstoffperoxidproduktionsrate der Atmungskette als Maß für die 
Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen mittels Amplex Red Nachweis 
Molekulare und analytische Verfahren 
- Genotypisierung der UCP1-KO und wildtypischen Mäuse mittels Polymerease-
Kettenreaktion 
- Nachweis von UCP1 im braunen Fett mittels Western Blot Analyse 
- Gaschromatographische Analyse von Fettsäuren 
- Lipidisolation aus braunem und weißem Fettgewebe durch Chloroform-Methanol 
Extraktion 
- Fettsäureisolation durch Transesterifikation der Triglyzeride 
Entwicklung 
- Entwicklung einer Stoffwechselküvette zur parallelen Anwendung von indirekter 
Kalorimetrie und MR-Bildgebung am nicht-narkotisierten Tier 
- Etablierung eines Messaufbaus für indirekte Kalorimetrie mit einer Vorrichtung zur 
Temperaturregulierung der entsprechenden Stoffwechselküvette  
Magnetresonanztomographie 
- Planen und Einstellen von MRT-Messprotokollen 
- Morphologische Bildgebung (T1 und T2 gewichtete Sequenzen) 
- Relaxometriemessungen im braunen und weißen Fettgewebe (Ermittlung der T1- und T2-
Zeiten) 
- Spektroskopie (31P und 1H) im braunen und weißen Fettgewebe 
- Angiographie der Sulzerschen Vene 
- Volumetrische Vermessung des braunen Fettgewebes 
- Nachverarbeitung der 31P und 1H Spektren durch Erstellen von Ergebnisprotokollen 
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2.2.1 Indirekte Kalorimetrie 
Die Berechnung des Energieumsatzes eines Lebewesens aus seinem Sauerstoffverbrauch und 
seiner Kohlendioxidproduktion wird als indirekte Kalorimetrie bezeichnet. Pro Liter 
verbrauchtem Sauerstoff werden etwa 20 kJ Energie bereitgestellt (Ferrannini 1988). Der 
Sauerstoffverbrauch (VO2) lässt sich mittels Gasanalyse aus der Differenz des Sauerstoffgehaltes 
von Einatemluft und Ausatemluft ermitteln, wodurch indirekt die Stoffwechselrate bzw. der 
Energieverbrauch eines Organismus bestimmt werden kann. Das Verhältnis zwischen 
Kohlendioxidproduktion und VO2 wird als respiratorischer Quotient (RQ) bezeichnet und lässt 
Rückschlüsse auf das verstoffwechselte Substrat zu. So liegt der RQ bei 1,0 wenn ausschließlich 
Kohlenhydrate oxidiert werden und bei 0,7 wenn der Körper Fett verbrennt (Gnaiger 1983). 
Die kalorimetrischen Messungen wurden in einem offenen respiratorischen System 
durchgeführt. Dazu wurden die Tiere in Messküvetten gehalten, die permanent mit Frischluft 
durchströmt wurden. Die Luft wurde mit einer konstanten Flussrate aus der Küvette abgesaugt, 
getrocknet und in die Gasanalysatoren geleitet.  
In verschiedenen Versuchsteilen wurde der Energieumsatz der Tiere kontinuierlich einige 
Stunden bis mehrere Tage dokumentiert. Für die Messungen, die nicht mit MRT gekoppelt 
waren, wurden die Tiere in einem Klimaschrank mit regulierten Temperatur- und 
Lichtbedingungen gehalten. In diesem System konnten bis zu fünf Tiere parallel kalorimetrisch 
untersucht werden. Aus der Multiplikation von Flussrate und Änderungen im Gasgehalt (ΔO2 in 
Vol%) wurde der VO2 pro Zeiteinheit (ml O2/h) berechnet.  
Für die parallele Anwendung von MRT und indirekter Kalorimetrie eines Einzeltieres wurde 
eine Messanlage installiert, die den speziellen Anforderungen der MR-Bildgebung entsprach. 
Die Entwicklung spezieller Küvetten und Vorrichtungen erlaubte, die Atemluft sowohl von 
narkotisierten als auch nicht-narkotisierten Tieren direkt aus dem Tomographen zu registrieren. 
Die Regulation der Küvettentemperatur wurde unter Verwendung eines Wärmetauschers 
ermöglicht. Die Datensoftware der indirekten Kalorimetrie wurde angepasst und verbessert 
(flexibleres Messintervall, Berechnung des VO2 mit Haldane-Transformation (Wagner and 
Horvath 1973)).  
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2.2.2 Mitochondriale Bioenergetik  
Die Mitochondrien der Hamster und Stachelmäuse wurden aus Leber, Niere, Herz und 
Skelettmuskel isoliert. Für die Messung der mitochondrialen Respiration wurde eine 
temperaturregulierte, luftdichte Inkuionskammer verwendet, die am Boden mit einer 
Platin/Silber-Elektrode ausgestattet ist. Die Elektroden wurden mit Kaliumchlorid überschichtet 
und mit einer Teflonmembran abgedeckt, bevor der Messpuffer in die Inkubationskammer 
gegeben wurde. In diesem wurden die isolierten Mitochondrien suspendiert. Die Messung der 
Sauerstoffkonzentration in der Mitochondriensuspension basiert auf einer Redoxreaktion 
zwischen der polarisierten Platinelektrode und der Silberelektrode. Der messbare Stromfluss 
zwischen den Elektroden verhält sich dabei proportional zum Sauerstoffpartialdruck der 
Messlösung. Der Sauerstoffausgangsgehalt (nmolO/ml) des Messpuffers in der Kammer wurde 
in Abhängigkeit von der Inkubationstemperatur berechnet (Reynafarje et al. 1985). Als 
Inkubationstemperatur wurde in etwa die normotherme Körpertemperatur der Tiere gewählt und 
betrug für Hamstermitochondrien 37°C und für Stachelmausmitochondrien 34°C.  
Es wurden vier mitochondriale Respirationszustände unterschieden:  
State 2: Nach Zugabe von Rotenon, um Komplex I der Atmungskette zu inhibieren, wird die 
mitochondriale Atmung durch Zugabe von Succinat als Substrat gezielt über Komplex II initiiert.  
State 3, phosphorylierende Atmung: Die Zugabe von ADP erhöht den Sauerstoffverbrauch der 
Mitochondrien, da der Protonengradient durch die ATP-Synthase abgebaut wird.  
State 4, nicht-phosphorylierende oder Leck-Atmung: Nach Zugabe von Oligomycin, einem 
Inhibitor der ATP-Synthase, oder nach dem gänzlichen Verbrauch von ADP verringert sich die 
Atmungsrate. Die verbleibende Respiration ist auf dem geringen Rückstrom der Protonen über 
das basale Protonenleck der inneren Mitochondrienmembran begründet.  
In den Lebermitochondrien wurde neben der State 4 Atmung mit einer TPMP+ sensitiven 
Elektrode zusätzlich das mitochondriale Membranpotential gemessen, um Anhaltspunkte zu den 
Kopplungseigenschaften der Mitochondrienmembran zu erhalten. 
FCCP, maximale Atmung: Durch Zugabe des künstlichen Entkopplers FCCP (Carbonylcyanid-
4-trifluormethoxy-phenylhydrazon) wird die oxidative Phosphorylierung von der Atmungskette 
entkoppelt und die maximale Atmungskapazität der Mitochondrien gemessen. 
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2.2.3 Magnetresonanztomographie (MRT) 
Die Tiere wurden in einem MRT-System speziell für Kleintiere untersucht. Zu den 
Hauptkomponenten zählen ein supraleitender Magnet, der ein statisches Magnetfeld (7 Tesla) 
erzeugt, sowie Shimspulen für den Ausgleich von Feldinhomogenitäten und Gradientenspulen 
zur periodischen Erzeugung von Magnetfeldgradienten (290 mT/m). Sende- und 
Empfangsspulen sorgen für die Einstrahlung von Hochfrequenzimpulsen und empfangen das 
Signal für die Bilderzeugung. Die Steuerung und Signalverarbeitung erfolgt über ein komplexes 
Gradienten-, Hochfrequenz- und Computersystem.  
Die MRT basiert auf dem Kernspin von Atomen mit ungerader Massenzahl, die als rotierende 
elektrische Ladung ein eigenes magnetisches Moment aufweisen. Im Kleintierscanners richten 
sich die Spins längs zum starken Magnetfeld aus und präzedieren je nach Kern mit einer 
unterschiedlichen Larmorfrequenz. Durch Anregung der Spins mit einem Hochfrequenzpuls aus 
der Sendespule, kippen die Kernspins aus ihrer Längsmagnetisierung in eine 
Transversalmagnetisierung und induzieren in der Empfangsspule ein Signal. Durch den Einsatz 
periodisch geschalteter Magnetfeldgradienten können die Signale der Atome räumlich 
zugeordnet und zu Schnittbildern verarbeitet werden. Aufgrund ihrer natürlichen Häufigkeit in 
jedem Organismus und ihrer relativen Empfindlichkeit werden in der Regel Wasserstoffatome 
für die MRT herangezogen. Abhängig von ihrer Umgebung verhalten sich die Protonen im 
Magnetfeld anders, so dass das erzeugte Signal in jedem Gewebe unterschiedlich ausfällt. Drei 
gewebespezifische Parameter (Protonendichte, T1-Zeit und T2-Zeit) bilden die Grundlage dafür, 
dass der Gewebekontrast im Bild entsteht und sich verschiedene Gewebe mittels MRT 
differenzieren lassen.  
Nicht nur die äußere Umgebung, sondern auch die direkte chemische Nachbarschaft eines Kerns 
beeinflusst sein Signal. So verhalten sich die Protonen einer Methylengruppe im Magnetfeld 
anders als die einer Methylgruppe. Mit Hilfe der Magnetresonanzspektroskopie (MRS) können 
so Molekülbausteine oder Moleküle in einem Gewebe aufgeschlüsselt werden. Bei dieser 
Methode wird das Signal nicht in ein Bild umgewandelt, sondern die relative chemische 
Verschiebung der Kerne zueinander in einem Spektrum dargestellt (de Graaf, 2007). Die MRS 
nutzt neben Protonen (1H-Spektroskopie) auch andere Kerne wie z.B. Phosphor (31P-
Spektroskopie) als Signalgeber. Da jeder Kern im Magnetfeld mit einer spezifischen 
Larmorfrequenz präzediert, wird bei 7 T für die Anregung von Phosphor eine Phosphorspule mit 
einer Frequenz von 121,62 MHz und für Wasserstoff eine Wasserstoffspule mit einer Frequenz 
von 300,40 MHz benötigt.  
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Die Messsequenzen für die gewünschte Bildgenerierung (Orientierung und Kontrast der 
Schnittbilder) und die Spektren wurden entsprechend der Fragestellung entwickelt und optimiert. 
Braunes und weißes Fettgewebe wurde in vivo gescannt, um Parameter wie T1- und T2-Zeiten, 
Volumen oder morphologisches Erscheinungsbild zu bestimmen. Mit Protonenspektroskopie 
wurden Rückschlüsse auf den Lipidgehalt und die Lipidzusammensetzung gezogen. 
Verschiedene energiereiche Phosphate wurden mit Phosphorspektroskopie ermittelt. 
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3 Ergebnisse und Diskussion  
3.1 Torpor statt Siesta: Warme Außentemperaturen kommen futterreduzierten 
Stachelmäusen gerade recht 
(zu Kapitel 6.2; Grimpo et al. 2013) 
Im Gegensatz zu anderen arid lebenden Nagetieren legt die Stachelmaus keine unterirdischen 
Bauten mit Futtervorräten an (Shkolnik 1966; Kronfeld-Schor and Dayan 1999). Stattdessen 
lagert sie bei ausreichend vorhandenem Nahrungsangebot Energiereserven in Form von 
Fettdepots ein (Shafrir and Adler 1983; Gutman et al. 2008). Die Oxidation von Körperfett dient 
als Energie- und metabolische Wasserquelle (Schmidt-Nielsen and Schmidt-Nielsen 1951). Das 
Ausgangsgewicht der ad libitum gefütterten Stachelmäuse im Versuch betrug 50-72 g und lag 
somit über dem Durchschnittsgewicht wildlebender Tiere (Elvert et al. 1999; Levy et al. 2011a). 
Während der ersten Woche Futterreduktion verloren alle Stachelmäuse deutlich an 
Körpergewicht. Bei moderaten Haltungstemperaturen kann A. russatus, früheren Studien 
zufolge, einem initialen Gewichtsverlust entgegensteuern und das Körpergewicht auf einem 
niedrigeren Level längerfristig halten (Merkt and Taylor 1994; Gutman et al. 2007). Dies war in 
der gegenwärtigen Untersuchung ebenfalls der Fall, wenn die Umgebungstemperatur von 27°C 
auf 32°C oder 35°C erhöht wurde. Bei einer Absenkung der Temperatur von 27°C auf 23°C 
dagegen, sank das Körpergewicht der Stachelmäuse stetig weiter. Doch selbst mit fortwährender 
Kälteexposition war der Gewichtsverlust (ca. 20%) am Ende der Futterreduktion vergleichsweise 
geringer als bei futterreduzierten Mäusen oder Gerbils (Merkt and Taylor 1994; Gutman et al. 
2006). 
Dieser geringe Körpergewichtsverlust bei allen untersuchten Umgebungstemperaturen lässt sich 
nur dadurch begründen, dass A. russatus ihre Energieausgaben drastisch einschränken kann. 
Tatsächlich reduzierten fast alle Stachelmäuse im Vergleich zur ad libitum Fütterung ihren 
täglichen Energieverbrauch (DEE) signifikant. Bei einer Umgebungstemperatur von 32°C bzw. 
35°C soweit, dass trotz 50%iger Futterreduktion eine Stagnation der Körpergewichtsabnahme 
verzeichnet werden konnte.  
Durch eine differenzierte Betrachtung der Stoffwechselraten ließ sich nachvollziehen, dass es 
sich bei der Absenkung des täglichen Energieverbrauchs um eine mehrstufige 
Anpassungsleistung von A. russatus handelt.  
Die Thermoneutralzone der Stachelmaus (32-34°C) ist, wie bei anderen arid und semiarid 
lebenden Nagetieren, verhältnismäßig hoch (Haim and Borut 1981; Haim 1987).  
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Gleichzeitig weisen wüstenlebende Nagetiere einen sehr niedrigen Grundumsatz auf, wodurch 
der transepidermale Wasserverlust herabgesetzt wird (McNab and Morrison 1963; Haim and 
Izhaki 1993; Rubal et al. 1995). Der Ruhestoffwechsel der Stachelmäuse (40,9 ± 2,9 mlO2/h) lag 
bei ad libitum Fütterung 40% unter dem Wert, den man für ein Nagetier dieser Gewichtsklasse 
annehmen würde (berechnet nach (Hayssen and Lacy 1985; Lovegrove 2003)). In der 
circadianen Ruhephase (Schlafphase) sank die Stoffwechselrate der Stachelmäuse um weitere 
25% und minimale Stoffwechselwerte von 30,9 ± 1,8 mlO2/h wurden gemessen. 
Bemerkenswerterweise war A. russatus während der Futterreduktion in der Lage ihre bereits 
extrem niedrigen Stoffwechselraten noch weiter abzusenken. So betrug der Ruhestoffwechsel 
nun 30,9 ± 2,2 mlO2/h und die minimale Stoffwechselrate nur noch 19,1 ± 0,8 mlO2/h (Abb. 4). 
Diese minimale Stoffwechselrate ließ sich bei den meisten Tieren als Torpor identifizieren, 
indem die Werte mit der individuellen torpiden Stoffwechselrate bei 27°C 
Umgebungstemperatur verglichen wurden.  
 
Bei 23°C oder 27°C konnte das Auftreten von Torpor problemlos ermittelt werden, da neben der 
Stoffwechselreduktion auch die hypotherme Körpertemperatur als Indikator diente. Hier zeigten 
die Stachelmäuse während der Futterreduktion ebenfalls lange Torporepisoden, jedoch keine 
Reduktion der Ruhestoffwechselrate. Ältere Studien beschreiben bei Umgebungstemperaturen 
unterhalb der Thermoneutralzone entweder eine Absenkung des Ruhestoffwechsels oder das 
Auftreten von Torpor bei A. russatus als Antwort auf Futterreduktion (Merkt and Taylor 1994; 
Ehrhardt et al. 2005; Gutman et al. 2006; Gutman et al. 2007). Die Kombination beider 
Mechanismen wie sie in Thermoneutralität offensichtlich auftritt wurde bisher noch nicht 
dokumentiert.  
Abbildung 4 Bestimmung verschiedener 
Stoffwechselraten von A. russatus bei 32°C 
Umgebungstemperatur. 
Die Ruhestoffwechselrate in der Aktivitäts-
phase (schwarzer Balken) und die minimale 
Stoffwechselrate in der Ruhephase bei ad 
libitum Fütterung (Graph im Hintergrund) 
und unter 50% Futterreduktion (vorderer 
Graph) wurden bestimmt. Die minimale 
Stoffwechselrate unter Futterreduktion 
entspricht in diesem Beispiel einer torpiden 
Stoffwechselrate. 
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Eine Differenzierung von Ruhestoffwechsel und torpidem Stoffwechsel in der 
Thermoneutralzone ist diffizil, da die Körpertemperatur nur geringfügig absinkt und eben nicht, 
wie bei niedrigen Umgebungstemperaturen, eindeutig hypotherme Werte annimmt. In den 
letzten Jahren wurden einige Berechnungsmodelle für Schwellenwerte entwickelt, um das 
Auftreten und die Länge von Torporereignissen anhand der Körpertemperatur auch in warmen 
Lebensräumen zu bestimmen (Barclay et al. 2001; Willis 2007; McKechnie et al. 2007). 
Basierend darauf wurde das Auftreten von täglichem Torpor bei A. russatus während der 
Sommermonate im Freiland beschrieben (Levy et al. 2011a). Unsere Datensätze zeigten jedoch, 
dass die Körpertemperatur besonders bei hohen Temperaturen zeitlich hinter der 
Stoffwechselrate zurückblieb oder die berechneten Schwellenwerte nicht unterschritt und somit 
eine Körpertemperatur basierte Auswertung zu Fehlinterpretationen des Torporverhaltens führt. 
Durch Messung der Stoffwechselrate hingegen ließen sich bis auf eine Ausnahme bei allen 
Individuen torpide Phasen bei 32°C und 35°C Umgebungstemperatur identifizieren. Dabei 
senkten die futterreduzierten Stachelmäuse ihre minimale Stoffwechselrate bei 32°C um 38% 
und bei 35°C um 25% im Vergleich zu ihrer Ruhestoffwechselrate ab. Ihre Körpertemperatur 
betrug 34,6 ± 0,2°C bzw. 36,9 ± 0,1°C und lag somit bis zu 10°C über der Körpertemperatur von 
Stachelmäusen, die bei 23°C torpid wurden (26,4 ± 0,6°C).  
Die minimale Stoffwechselrate korrelierte mit der Körpertemperatur im tiefen Torpor. So wiesen 
torpide Stachelmäuse bei 23°C Umgebungstemperatur eine niedrigere Stoffwechselrate auf 
(13,6 ml O2/h) als Tiere bei 35°C (18,9 ml O2/h), weil sich biochemische Abläufe mit sinkender 
Temperatur verlangsamen (Q10-Effekt (Malan 1993)). Die Relation zwischen Stoffwechselrate 
im Torpor und Körpertemperatur konnte mit einer exponentiellen Gleichung beschrieben werden 
(MRtorp = 4.0554e(0.0447Tb)) und resultierte in einem Q10-Wert von 1,7. Anhand dieser Gleichung 
wurden „torpide“ Stoffwechselraten für genau die Körpertemperatur ermittelt, die A. russatus 
während ihres Ruhestoffwechsels aufwies. Bei den 32°C akklimatisierten Tieren lag sie 36% 
niedriger als die Ruhestoffwechselrate während der Futterreduktion und sogar 51% niedriger im 
Vergleich zum Ruhestoffwechsel während der ad libitum Fütterung. Diese Ergebnisse 
verdeutlichen, dass täglicher Torpor bei konstant hoher Umgebungs- und normothermer 
Körpertemperatur bei A. russatus nicht nur möglich sondern äußerst effizient ist.  
Ähnliche Hochrechnungen einer temperaturunabhängigen Depression der Stoffwechselrate von 
Winterschläfern in warmen Habitaten wie Schlafbeutlern (32%), Siebenschläfern (54%) und 
madagassischen Dickschwanz-Makis (28%) liegen in einer ähnlichen Größenordnung (Song et 
al. 1997; Heldmaier and Elvert 2004; Dausmann et al. 2009).  
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Im Torpor bei niedrigen Umgebungstemperaturen (23°C) wird diese temperaturunabhängige, 
aktive Stoffwechseldepression vom passiven Effekt der abgesenkten Körpertemperatur 
synergistisch begleitet, so dass besonders geringe Stoffwechselraten verzeichnet werden 
konnten. 
Bei einigen Stachelmäusen konnten nur kurze und wenige torpide Phasen als Folge der 
Futterreduktion beobachtet werden. Zusätzlich zeigten diese Individuen statt einer Absenkung, 
eine Zunahme des DEE. Dies ist möglicherweise auf ein übersteigertes Explorationsverhalten 
zurückzuführen. Gutman et al. (2007) beschreiben sogenannte „non-resistant“ Stachelmäuse, die 
bei Futterentzug hyperaktives Verhalten und gar keinen Torpor zeigen. Als Ursache für dieses 
Verhalten ziehen sie einen verringerten Plasmaleptin-Spiegel der nicht-resistenten Tiere in 
Betracht. Tatsächlich hemmt die Applikation von Leptin fasteninduzierte Hyperaktivität bei 
Ratten (Exner et al. 2000). Die Kombination von Hyperaktivität und Torpor wurde bei A. 
russatus und anderen kleinen Nagern früher schon beobachtet (Ruf et al. 1991; Williams et al. 
2002; Ehrhardt et al. 2005) und unterstreicht die Plastizität ihres Verhaltens auf Futterrestriktion. 
In diesen Fällen wurden die erhöhten Aktivitätskosten durch Torpor bedingte 
Energieeinsparungen wieder ausgeglichen, so dass keine Steigerung des DEE folgte. Die 
Ursache für einen Umschwung von Torporverhalten zu exzessiver Hyperaktivität mit der Folge 
einer negativen Energiebilanz ist noch unklar (Abb. 5). Es bleibt abzuwarten ob das 
Unterschreiten eines gewissen Körperfettgehaltes und entsprechend niedrige Leptinspiegel als 
Auslöser für die Hyperaktivität in Frage kommen. 
Ad libitum Futterreduktion
DEI > DEE
Rapide 
AbnahmeZunahme
Langsame 
Abnahme, 
Stagnation
DEI < DEE DEI ≤ DEE DEI << DEE
(red. RMR,
Torpor)
(Hyper-
aktivität)
Fettdepots
Unterschreitung 
Schwellenwert
?
 
Abbildung 5 Übersichtsschema der Anpassungsvorgänge von A. russatus an ein verändertes 
Nahrungsangebot durch langfristige Futterreduktion. Die initiale Gewichtsabnahme bei Futterreduktion 
induziert eine Absenkung des Energiestoffwechsels, die einem weiteren Gewichtsverlust entgegenwirkt. 
Die Ursache für einen Wechsel von Energieeinsparmechanismen zu hyperaktivem Verhalten ist unklar. 
Als hypothetische Annahme kommen ein stark verringerter Körperfettgehalt und Änderungen im 
Plasmaleptin-Spiegel in Frage. DEI: Tägliche Energiezufuhr; DEE: Täglicher Energieverbrauch; red. 
RMR: reduzierter Ruhestoffwechsel 
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Ein hohes Körpergewicht und die Verabreichung von Leptin jedenfalls vermindern die 
Torporbereitschaft von A. russatus (Ehrhardt et al. 2005; Gutman et al. 2008).  
Das Auftreten von Torpor bei ad libitum gefütterten Stachelmäusen unter Laborbedingungen 
wurde in dieser Studie erstmalig beobachtet. Es hebt hervor wie flexibel das Torporverhalten von 
A. russatus ist. Die Torporbouts traten primär bei Kälteexposition (23°C und 27°C) auf. Ein 
präventiver Gebrauch von Torpor, um thermoregulatorische Kosten zu reduzieren und 
Energiereserven zu schonen oder Torpor als Meideverhalten vor Fressfeinden wurde bei anderen 
Tierarten bereits mehrfach beschrieben (Geiser and Baudinette 1987; Bieber and Ruf 2009; 
Munn et al. 2010). Im Freiland konnte Torpor bei A. russatus ebenfalls trotz ausreichendem 
Nahrungsangebot vereinzelt beobachtet werden und die Koexistenz mit einer anderen 
Stachelmausart (A. cahirinus) führt zu einer gesteigerten Torporhäufigkeit (Levy et al. 2011a; 
Levy et al. 2011b).  
Die ausführliche metabolische Kartierung von A. russatus unter Futterreduktion und ad libitum 
Bedingungen bei verschiedenen Umgebungstemperaturen in dieser Studie unterstreicht, dass die 
minimale Stoffwechselrate eines Organismus keine feste Größe ist, sondern entsprechend der 
energetischen Anforderungen kontrolliert reguliert werden kann. Der Einsatz von täglichem 
Torpor zur Schonung der internen Energiereserven ist auch bei sehr hohen Temperaturen eine 
wirkungsvolle Strategie und im Tierreich möglicherweise verbreiteter als bislang angenommen. 
Um Torpor bei Hitze zuverlässig erkennen und charakterisieren zu können, ist die Messung der 
Stoffwechselrate unabdingbar. Es ist ungewiss welche Mechanismen Torpor auslösen. Eine 
Absenkung des Sauerstoffverbrauchs in den Mitochondrien könnte zu einer rapiden 
Stoffwechseldepression führen, wie sie im Topor der Fall ist.  
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3.2 Die Zellatmung wird nicht abgeschaltet um Torpor bei A. russatus zu induzieren 
(zu Kapitel 6.3; Grimpo und Kutschke et al. 2014) 
Es wird vermutete, dass den Mitochondrien als primären Sauerstoffkonsumenten des 
Organismus, eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Torporeintritts zukommt. So zeigen 
einige Winterschläfer und Dsungarische Zwerghamster im torpiden Zustand eine aktive 
Inhibition der mitochondrialen Atmung (Staples and Brown 2008). Um zu prüfen, ob dies auch 
im Torpor von futterreduzierten Stachelmäusen zutrifft, wurde die mitochondriale Bioenergetik 
von 32°C akklimatisierten Tieren untersucht. Anders als bei torpiden Zwerghamstern, deren 
phosphorylierende Atmung in den Lebermitochondrien um 30% reduziert ist (Brown et al. 
2007), wiesen die Mitochondrien der torpiden Stachelmäuse in keinem der vier untersuchten 
Respirationszustände eine Änderung auf. Es unterschieden sich weder die State 2, die 
phosphorylierende (State 3) und die nicht-phosphorylierende (State 4) Atmungsrate noch die 
maximale Atmungskapazität von Mitochondrien aus Leber, Herz, Skelettmuskel und Niere 
zwischen normothermen und torpiden Stachelmäusen. Eine gleichbleibende State 4 Atmung 
kann unter Umständen auftreten, wenn sich das basale Protonenleck und das Membranpotential 
von Mitochondrien simultan ändern (Keipert and Jastroch 2014). Dies war bei A. russatus nicht 
der Fall, wie Messungen des Protonenlecks an isolierten Lebermitochondrien zeigten. Somit liegt 
hier ein weiterer Unterschied zu P. sungorus, dessen Membrandurchlässigkeit im Torpor erhöht 
ist (Brown et al. 2007). Vergleiche des ATP/O-Verhältnisses von Leber- und 
Nierenmitochondrien der normothermen und torpiden Stachelmäuse ergaben keine Unterschiede 
in der Effizienz der ATP-Synthase. Um Effekte der Futterreduktion auf die mitochondrialen 
Atmungseigenschaften auszuschließen (Hagopian et al. 2005) wurden ad libitum gefütterte mit 
futterreduzierten Stachelmäusen verglichen. Es ergaben sich keine Unterschiede in den 
mitochondrialen Atmungsraten der vier untersuchten Gewebe, dem Membranpotential der Leber 
oder im ATP/O-Verhältnis von Leber- und Nierenmitochondrien. 
Die ermittelten Ergebnisse sind besonders hervorzuheben, weil die thermoneutral gehaltenen 
A. russatus im Torpor eine normotherme Körpertemperatur hatten. Bisher wurde den 
Mitochondrien eine regulierende Rolle für den Torporeintritt zugeschrieben, wenn die 
Körpertemperatur der Tiere noch normotherm ist (Brown et al. 2007; Brown and Staples 2010).  
Brown et al. schlussfolgerten dies aus der Beobachtung, dass ein Unterschied in der 
phosphorylierenden Atmung der Lebermitochondrien zwischen normothermen und torpiden 
Hamstern nur zu finden ist, wenn die Mitochondrien bei einer hohen Inkubationstemperatur 
(37°C) gemessen werden, nicht aber bei 15°C.  
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Die Stachelmäuse zeigten jedoch keine Depression der mitochondrialen Respirationsrate, 
obwohl sie im Torpor eine konstant hohe Körpertemperatur aufwiesen. Dieser Befund stellt die 
Bedeutung einer mitochondrialen Inhibition bei hohen Körpertemperaturen für den 
Torporeintritt, wie sie bisher angenommen wurde, in Frage. 
Kaltakklimatisierte Stachelmäuse, die bei einer Umgebungstemperatur von 23°C nicht nur ihre 
Stoffwechselrate, sondern auch ihre Körpertemperatur im Torpor signifikant verringerten, 
zeigten ebenfalls keine Absenkung der mitochondrialen Atmungsraten in den vier untersuchten 
Geweben. In Niere und Skelettmuskel torpider Stachelmäuse war die phosphorylierende Atmung 
im Vergleich zu normothermen Individuen sogar etwas erhöht. Das ATP/O Verhältnis der Leber- 
und Nierenmitochondrien blieb unverändert.  
Die Gesamtheit der Ergebnisse weist darauf hin, dass die reduzierte Absenkung der 
Stoffwechselrate im Torpor bei A. russatus nicht durch eine aktive Inhibition der 
mitochondrialen Respiration induziert wird. Bei P. sungorus dagegen könnte eine aktive 
Hemmung der Substratoxidation in den Lebermitochondrien bis zu 23% der metabolischen 
Reduktion im Torpor erklären (Brown et al. 2007).  
Offen bleibt, welche molekularen Mechanismen bei futterreduzierten A. russatus zu der 
beobachteten Stoffwechseldepression führen. Eine regulierte Verringerung 
energieverbrauchender Vorgänge wie der Proteinbiosynthese sowie die Hemmung ATP-
liefernder Prozesse wie der Glykolyse sind vorstellbar und wurden bereits bei winterschlafenden 
Arten und torpiden Zwerghamstern nachgewiesen (Berriel Diaz et al. 2004; Andrews 2007; 
Storey and Storey 2010).  
Futterreduzierte Stachelmäuse senkten ihre Energieausgaben bei thermoneutraler Haltung im 
Vergleich zu ad libitum Bedingungen nicht nur durch Torpor ab, sondern reduzierten ihren 
gesamten Grundstoffwechsel. Nach dreiwöchiger Futterreduktion waren die Organgewichte der 
Leber, Niere und des Herzmuskels im Vergleich zu ad libitum gefütterten Kontrolltieren 
verringert. Da die metabolische Aktivität aller Organe zum Grundstoffwechsel beiträgt, erklärt 
eine Abnahme der Organgewichte anteilig den reduzierten Energieverbrauch (Ferraris et al. 
2001). Eine Korrelation zwischen Stoffwechselrate oder Körpertemperatur und mitochondrialer 
Respiration der präparierten Organe, wie bei gefasteten und gefütterten Mäusen beschrieben 
(Brown and Staples 2010), konnte indes bei A. russatus nicht ermittelt werden.  
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3.3 Abgekühlt: Lebermitochondrien reduzieren ihre Atmung in Anpassung an 
Hypothermie im Torpor 
(zu Kapitel 6.4; Kutschke und Grimpo et al. 2013) 
Im Gegensatz zur arid lebenden Stachelmaus sind Dsungarische Zwerghamster und 
winterschlafende Ziesel im Winter mit sehr kalten Umgebungstemperaturen konfrontiert. Sie 
weisen im Torpor sehr niedrige Körpertemperaturen auf, das Arktische Ziesel bis zu -3°C 
(Barnes 1989). Eine verringerte mitochondriale Atmung im Torpor wurde bei diesen Tierarten 
bereits mehrfach beobachtet (Fedotcheva et al. 1985; Martin et al. 1999; Barger et al. 2003; 
Muleme et al. 2006; Brown et al. 2007). Im Vergleich der mitochondrialen Respiration von 
torpiden und normothermen Zwerghamstern konnten in einem ersten Schritt die Beobachtungen 
von Brown et al. (2007) bestätigt werden. Bei einer Inkubationstemperatur von 37°C war die 
phosphorylierende Atmung (State 3) der isolierten Lebermitochondrien aus torpiden Individuen 
signifikant reduziert. Zudem waren die State 2 und die nicht-phosphoylierende Atmung (State 4) 
sowie tendenziell die maximale Respirationskapazität verringert.  
Es sind verschiedene Angriffspunkte denkbar, die zu einer Änderung der mitochondrialen 
Respiration führen konnten; die Substratoxidation, die Phosphorylierung oder das basale 
Protonenleck (Hafner et al. 1990). Weil alle Atmungszustände verringert waren und gleichzeitig 
bei Messungen des Protonenlecks keine Änderung der Membrandurchlässigkeit festgestellt 
wurde, konnte in unserer Studie auf eine Inhibition der Succinatoxidation geschlossen werden. 
Dieser Befund steht in Übereinstimmung mit Brown et al. (2007), die eine Inhibition der 
Atmungskomplexe I und II als Ursache für die verringerten Atmungsraten der 
Lebermitochondrien vermuten. Welche Moleküle die intrinsische Inhibition bewirken kann 
bisher nur spekuliert werden. Jedenfalls blieb sie während der Mitochondrienisolation aus dem 
Gewebe erhalten. Untersuchungen an Zieseln weisen darauf hin, dass eine Hemmung der 
Succinatdehydrogenase (Komplex II der Atmungskette) im Winterschlaf durch Oxalacetat 
hervorgerufen werden kann (Fedotcheva et al. 1985; Armstrong and Staples 2010).  
Durch weitere Untersuchungen wurden die Ergebnisse von Brown et al. (2007) ergänzt, um die 
physiologischen Ursachen für die aktive Inhibition der Mitochondrien zu identifizieren. Alle 
Hamster unserer Studie waren nachweislich in der Lage torpid zu werden und hatten ein 
ähnliches Körpergewicht. Mögliche Effekte der Torporfähigkeit oder des Körpergewichts als 
Impuls für die abweichende mitochondriale Oxidationsleistung zwischen torpiden und 
normothermen Tieren kamen folglich nicht in Frage (Polymeropoulos et al. 2012).  
Ein Vergleich zwischen ad libitum gefütterten und gefasteten Hamstern zeigte zudem keine 
Unterschiede in der mitochondrialen Bioenergetik von Leber und Niere.  
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Somit bestand kein Anlass die beobachteten Änderungen im Torpor auf eine verringerte 
Nährstoffzufuhr zurückführen.  
Interessanterweise korrelierten die State 3 und State 4 Atmung der Lebermitochondrien mit der 
Körpertemperatur der Hamster zum Zeitpunkt der Tötung. Bei normothermen Mäusen wurde ein 
vergleichbarer Zusammenhang zwischen mitochondrialer Atmungsrate und Körpertemperatur 
beschrieben (Brown and Staples 2010). Diese Temperaturabhängigkeit spricht dafür, dass die 
Inhibition der mitochondrialen Leberrespiration eine aktive Anpassung an die hypotherme 
Körpertemperatur im Torpor ist und weniger mit dem torpiden Zustand per se zusammenhängt. 
Dies würde auch erklären, warum eine mitochondriale Depression bei Tierarten zu finden ist, die 
an kalte Umgebungstemperaturen angepasst sind (Fedotcheva et al. 1985; Martin et al. 1999; 
Barger et al. 2003; Muleme et al. 2006; Brown et al. 2007), aber nicht bei A. russatus, die auf 
hypometabole Zustände in Wärme spezialisiert ist.  
Bei P. sungorus scheinen nur die Mitochondrien der Leber betroffen zu sein, denn in anderen 
stoffwechselaktiven Geweben (Skelettmuskel, Herz oder Niere) wurden keine Änderungen der 
mitochondrialen Respirationsleistung festgestellt.  
Das Ausmaß der aktiven Inhibition als Reaktion auf hypotherme Temperaturen scheint nicht nur 
gewebespezifisch sondern auch artspezifisch unterschiedlich zu sein. So ist die State 3 
Respiration von Lebermitochondrien zweier Zieselarten im Winterschlaf bis zu 75% reduziert 
(Barger et al. 2003; Muleme et al. 2006), während sie bei einer dritten Art nur um etwa 30% 
absinkt (Martin et al. 1999). Bei einigen Arten ist nur die State 3 Respiration betroffen, bei 
anderen wiederum die phosphorylierende und die nicht-phosphorylierende Atmung (Martin et al. 
1999; Barger et al. 2003; Muleme et al. 2006). Die Änderung der Respirationsrate beruht nicht 
immer auf einer reduzierten Aktivität bestimmter Atmungskomplexe, sondern kann auch durch 
verringerten Elektronentransfer über die Atmungskette, Änderungen in der Membranfluidität 
oder der Membrandurchlässigkeit begründet sein (Staples and Brown 2008).  
In Anbetracht aller Befunde ist die aktive Inhibition der Substratoxidation, wie sie bei P. 
sungorus in den Lebermitochondrien auftritt, nur eine mögliche Stellschraube der 
mitochondrialen Bioenergetik als Antwort auf eine hypotherme Körpertemperatur und Torpor. 
Es bleibt spannend das komplexe Zusammenspiel zwischen Energiehaushalt, Zellatmung und 
Körpertemperatur weiter zu entwirren.  
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3.4 Ohne Narkose und trotz Lärm: In vivo Bildgebung von torpiden Zwerghamstern 
lässt sich verwirklichen 
(zu Kapitel 6.5; Grimpo et al. In Vorbereitung) 
Mit MRT sind prinzipiell verschiedenste morphologische und funktionelle in vivo Messungen, 
bis hin zur Ermittlung des ATP Flux in den Mitochondrien, an narkotisierten Tieren möglich 
(Amara et al. 2008; Lee and Marcinek 2009). Messungen am wachen Tier sind selten und setzen 
häufig ein aufwendiges Training der Tieren voraus (Martin et al. 2013). Der Aufbau einer 
indirekten Kalorimetrie-Messanlage am 7 T Magnetresonanztomographen und die Entwicklung 
einer Stoffwechselküvette mit integrierter Protonenspule ist eine apparative Neuentwicklung. Sie 
erlaubte es, die Stoffwechselrate nicht-narkotisierter Hamster zu überwachen, während sie im 
Tomographen untersucht wurden. Das Setup konnte soweit optimiert werden, dass die Hamster 
im Tomographen torpid wurden und den torpiden Zustand für die Dauer der MRT-Messung 
aufrechterhielten. Dazu trugen sowohl eine Schallisolierung aus Akustikschaum um die Küvette 
als auch ein extern geschalteter Kühlkreislauf zur Regulation der Küvettentemperatur bei. Da 
eine Wasserkühlung die Bildgebung stören würde, wurde mit Hilfe eines Wärmetauschers 15°C 
kalte Luft eingeleitet. In der gekühlten Küvette wurden 10 von 13 getesteten Hamstern torpid. 
An insgesamt 30 Versuchstagen wurden 13 Torporbouts registriert. Diese Torporquote von etwa 
50% ist vergleichbar mit Hamstern in einer Standardhaltung (Ruf et al. 1993). Während 10 der 
13 Torporbouts konnten MRT-Messungen durchgeführt werden, ohne dass die Hamster aus dem 
Torpor erwachten. Die an der Küvette montierte Volumenspule erlaubte die Akquisition 
hochauflösender Ganzkörperbilder, sowie die Bildgebung einzelner Organe (z.B. Gehirn) in 
allen drei Schnittebenen. Die zusammengekauerte Körperhaltung im Torpor zentrierte die 
Organe auf die Körpermitte, so dass z.B. das Herz dicht von den braunen Fettdepots umgeben 
war (siehe Anhang). Eine schnelle Umverteilung der im braunen Fett generierten Wärme 
während der Aufwachphase aus dem Torpor wird somit gewährleistet. Erste angiographische 
Darstellungen der großen Blutgefäße konnten ohne Kontrastmittel visualisiert werden. Es 
gelangen protonenspektroskopische Messungen im braunen Fettgewebe. Im akquirierten 
Lipidspektrum ließ sich nicht nur die Fett- von der Wasserfraktion unterscheiden. Durch die 
hohe Auflösung konnten auch Signale von kleinen Molekülkomponenten mit geringem 
Signalpotential (z.B. CH=CH Bindungen) im Spektrum dargestellt werden. Es ist also erstmalig 
gelungen, torpide Hamster ohne Narkose mit MRT bildgebend und spektroskopisch zu 
untersuchen. Um zukünftig Datensätze zu erheben, die mehr über die funktionellen Vorgänge im 
Torpor aussagen, sind weitere Optimierungen der Hard- und Software nötig. 
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Ein verbessertes Signal- zu Rauschverhältnis sowie ein höheres örtliches Auflösungsvermögen 
können durch Änderungen in den Messsequenzen oder höhere Sensitivität der Spule erreicht 
werden. So würde eine verfeinerte Darstellung des Blutgefäßsystems die Voraussetzung 
schaffen, Blutflussmessungen innerhalb der Organe und Gewebe durchzuführen. Der Einsatz 
von langanhaltenden Kontrastmitteln zur Signalverstärkung wäre ebenfalls denkbar. Die 
Spektroskopie würde davon profitieren, wenn die Spule dichter am Hamster platziert wäre. Je 
besser das Signal ist, desto mehr Peaks können in den Spektren differenziert werden. 
Änderungen im Laktatspiegel oder verschiedene Neurotransmitter könnten dann detektiert 
werden (Graaf 2007). Die Entwicklung einer doppeltgetunten Oberflächenspule für Protonen und 
Phosphor, die sowohl Bildgebung als auch die Spektroskopie energiereicher Phosphate zuließe, 
wäre hilfreich, um mehr über die Energiehomöostase verschiedener Gewebe im Torpor zu 
erfahren. Funktionelle Messungen, wie Spektroskopie oder die Quantifizierung des Blutflusses 
erfordern Messsequenzen mit einer längeren Akquisitionszeit als die einfache Bildgebung. Dies 
macht sie anfällig gegenüber Bewegungsartefakten. Da Zwerghamster auch im Torpor mobil 
sind, erschwert dies die Durchführung zeitaufwendiger Messsequenzen. Die Bewegungen der 
Hamster konnten durch mehr Nistmaterial in der Küvette sowie die Erhöhung des Sitzbrettrandes 
bereits erfolgreich verringert werden. Eine technische Weiterentwicklung ist nun die 
Voraussetzung, um hochqualitative in-vivo Ergebnisse während des Torpors zu erhalten und das 
Potential der MRT ausschöpfen zu können (Abb. 6). 
Torpor MRT-Methoden
fMRT für Neuronenaktivität
Temperaturmapping von Organen
TOF für Blutfluss in Organen 
31P-Spektroskopie für energiereiche 
Phosphate, intrazellulärer pH
13C-Spektroskopie für Metabolite von 
Stoffwechselwege z.B. Citratzyklus
1H-Spektroskopie für  Neurotransmitter, 
Metabolite Lipid-, Glukosestoffwechsel
 
 
Abbildung 6 Funktionelle Mess-
methoden mit Magnetresonanz-
tomographie (MRT) 
Durch eine Optimierung des 
Versuchssetups wären verschiedene 
Messungen mit MRT vorstellbar, die 
Rückschlüsse und neue Anhaltspunkte 
über die Regelmechanismen im Torpor 
geben könnten. fMRT: funktionelles 
MRT, TOF: Time of Flight Sequenz 
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3.5 Fett ist nicht gleich Fett: Eine Differenzierung von thermogenetisch aktivem und 
inaktivem Fettgewebe in vivo ist möglich 
(zu Kapitel 6.5; Grimpo et al. In Vorbereitung) 
Die Steigerung der Thermogenesekapazität in Folge einer kürzeren Photoperiode oder länger 
anhaltender Kälteexposition beruht hauptsächlich auf einer Umstrukturierung des braunen 
Fettgewebes. In ex vivo Untersuchungen wurde vielfach gezeigt, dass kleinlumigere 
Lipidtröpfchen, sowie ein erhöhter Zytoplasma-, Mitochondrien- und UCP1-Gehalt der braunen 
Adipozyten hierbei den Ausschlag geben (Heldmaier 1974; Klingenspor 2003; Li et al. 2014). 
Zudem ist die Aktivierung des braunen Fettgewebes von einer stärkeren Durchblutung begleitet 
(Baba et al. 2007). 
Die Änderungen der Gewebezusammensetzung spiegelten sich in der Bildgebung mittels MRT 
wider. Eine T1-gewichtete Darstellungen des braunen Fettgewebes ergab bei 
kurztagakklimatisierten Hamstern verglichen mit langtagakklimatisierten Individuen ein 
hypointenses Signal. Zusätzliche Kälteexposition (Haltung bei 5°C) verringerte das Signal noch 
weiter. Zudem wies das braune Fettgewebe der kurztagakklimatisierten Hamster eine längere 
T1-Zeit und eine kürzere T2-Zeit auf. Das verringerte Signal und die MRT-spezifischen 
Parameter sind eindeutige Indikatoren für eine Verringerung des Fettgehaltes und eine Erhöhung 
des Wassergehaltes im Gewebe. Wie bei den Hamstern konnte auch in C57BL/6J Mäusen eine 
vergleichbare thermogenetische Aktivierung des braunen Fettgewebes in vivo beobachtet 
werden. Die Mäuse waren stufenweise von thermoneutraler Umgebungstemperatur (30°C) an 
Kälte (18°C und 5°C) akklimatisiert worden. Bei zunehmender Kälteexposition nahm das Signal 
im interscapularen braunen Fettdepots von medial nach proximal ab. Spektroskopische 
Untersuchungen bestätigten anhand des (CH2)n-Peaks einen geringeren Lipidgehalt im 
Kernbereich des braunen Fettdepots bei den kaltakklimatisierten Mäusen. Eine Abnahme des 
Fett-Signal Anteils im interscapularen braunen Fett von kälteexponierten Mäusen wird auch 
durch eine neuere Studie belegt (Smith et al. 2013). Nicht nur eine längerfristige 
Kälteanpassung, sondern auch eine akute pharmakologisch induzierte Aktivierung der 
zitterfreien Thermogenese, spiegelt sich in einer Abnahme des MR-Signals von braunem 
Fettgewebe wider (Sbarbati et al. 2006; Khanna and Branca 2012). Die Ergebnisse zeigen, dass 
die Aktivierung des braunen Fettgewebes im MRT visualisiert werden kann.  
Eine größere Herausforderung stellt die Quantifizierung der aktiven braunen Fettdepots dar, da 
hierfür eine deutliche Abgrenzung zu weißem Fettgewebe erforderlich ist. Zwar ist der mit MRT 
ermittelte Fett-Signal Anteil im braunen Fett geringer als im weißen Fett und basierend auf 
diesem Unterschied ist eine Quantifizierung der verschiedenen Fettdepots prinzipiell möglich 
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(Hu et al. 2010; Hu et al. 2012; Peng et al. 2013). Dennoch wird die Differenzierung bei sehr 
kleinen Depots oder wenn braunes und weißes Fett gemischt vorliegen knifflig. Ideal wäre eine 
Messsequenz mit der das braune Fettgewebe im MRT-Bild dargestellt werden könnte während 
das Signal des weißen Fettgewebes unterdrückt würde. Dazu müssten sich die 
gewebespezifischen Relaxationszeiten (T1, T2) ausreichend unterscheiden, denn auf ihnen 
beruht die Einstellung des Bild-Kontrastes.  
Die Untersuchung der Signalstärke und der Relaxationszeiten (T1- oder T2- Zeit) des 
epididymalen weißen Speicherfettes von P. sungorus ergab keine Veränderung nach 
Kurztagakklimatisierung. Das epididymale Fettgewebe weist in kurzer Photoperiode zwar eine 
erhöhte Lipidmobilisation und Noradrenalinsensitivität auf (Klingenspor et al. 1996b; Bowers et 
al. 2005), aber offensichtlich keine morphologischen Änderungen, die die MR-Parameter 
beeinflussen. Im Vergleich zu braunem Fettgewebe war die T2-Zeit des weißen Fettgewebes 
tatsächlich in allen Akklimatisationsstufen signifikant höher. Allerdings unterschieden sich die 
T1-Zeiten nicht voneinander. Somit ließ sich eine alleinige Unterdrückung des weißen 
Fettgewebes im Bild nicht realisieren. Die ermittelten Zeiten werden allerdings zukünftig zu 
einem optimierten Gewebekontrast in der Kleintierbildgebung im Ultrahochfeld beitragen 
können. Bisherige Literaturwerte beziehen sich in der Regel auf Untersuchungen am Menschen 
mit niedrigeren Feldstärken und besonders die T1-Zeit wird von der Magnetfeldstärke 
beeinflusst (Schick 2005). Die im Hamster ermittelten T1-Zeiten (440-480 ms) und T2-Zeiten 
(120-140 ms) für das weißes Fettgewebe lagen vermutlich deshalb über den Literaturwerten (T1: 
260-380 ms, T2: 68-80 ms; de Bazelaire et al. 2004; Köchli et al. 2009). Für braunes Fettgewebe 
ließen sich keine Referenzwerte finden. 
Für eine Analyse von Auswirkungen der Photoperiode auf die Fettsäurezusammensetzung 
verschiedener Gewebe bei P. sungorus, diente die MR-Spektroskopie. Die mittlere Kettenlänge 
der Fettsäuren im interscapularen braunen und epididymalen weißen Fett unterschied sich nicht, 
wohl aber der Sättigungsgrad der Fettsäuren. Die Spektroskopie ergab Hinweise auf ein höheres 
Vorkommen von Doppelbindungen im weißen Fettgewebe. Sowohl der Anteil ungesättigter 
Fettsäuren insgesamt als auch der Anteil der mehrfach ungesättigten Fettsäuren lag im weißen 
Fett über dem des braunen Fettgewebes. Diese Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen an 
Mäusen und an isoliertem Gewebe von Ratten (Zancanaro et al. 1994; Strobel et al. 2008; 
Mosconi et al. 2011; Hamilton et al. 2011).  
Die 1H-MRS Ergebnisse konnten post mortem mittels gaschromatographischer Analyse des 
Fettgewebes validiert werden. Die Ergebnisse beider Methoden bezüglich Kettenlänge und 
Sättigung der Fettsäuren korrelierten miteinander.  
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Die Variabilität der ex vivo Daten fiel jedoch geringer aus als die in vivo Ergebnisse, so dass 
Unterschiede, die in den spektroskopischen Daten marginal waren mit Gaschromatographie als 
signifikant bestätigt werden konnten. Ein Photoperiodeneffekt war bei den mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren zu beobachten. Ihr Anteil nahm bei Kurztaganpassung im weißen Fett 
und laut gaschromatographischer Analyse auch im braunen Fett signifikant zu. Eine kürzlich 
erschienene Studie, die das braune Fettgewebe von Hamstern aus kurzer und langer 
Photoperiode verglich, fand keine Unterschiede im Sättigungsgrad der Gewebe, obwohl sich in 
Folge der Kurztagakklimatisierung das Vorkommen einiger Fettsäuren erheblich verschob 
(Geiser et al. 2013). So nahm, wie in meiner Analyse, die Stearinsäure im Kurztag signifikant zu 
und die Palmitoleinsäure ab. Hier stieg jedoch die Konzentration der Linolensäure deutlich, 
während diese bei Geiser et al. unverändert blieb. Eine Ursache für diese Diskrepanz liegt 
möglicherweise in der Fütterung der Tiere begründet, die Diäten unterschiedlicher Hersteller 
(Altromin vs. Ssniff) erhielten. So kann das Futter die Fettsäurezusammensetzung des Gewebes 
erheblich beeinflussen (Frank 1992; Florant et al. 1993). Die Verfügbarkeit von ungesättigten 
Fettsäuren in der Nahrung wirkt sich dabei positiv auf das Torporverhalten im Winterschlaf aus 
(Geiser and Kenagy 1987; Florant 1998). Ziesel verzehren vor der Winterschlafsaison gezielt 
eine Kost mit hohem Anteil an mehrfach ungesättigten Fettsäuren (Frank 1994; Frank et al. 
1998). Die Autoren vermuten, dass ungesättigte und langkettige Fettsäuren die Fluidität der 
Zellmembran steigern und somit tiefere Körpertemperaturen im Torpor zulassen. Einen 
Zusammenhang zwischen der veränderten Fettsäurezusammensetzung als Antwort auf die kurze 
Photoperiode, in der P. sungorus täglichen Torpor zeigt, liegt nahe (Geiser et al. 2013) und tritt 
meinen Daten zufolge nicht nur im thermogenetisch wichtigen braunen Fett, sondern auch im 
weißen Speicherfett auf. Kürzlich durchgeführte Studien an Mäuse legen nahe, dass mehrfach 
ungesättigte Fettsäuren die respiratorische Kapazität der beiden Fettgewebe  erhöhen und somit 
den Energiehaushalt positiv beeinflussen (Flachs et al. 2011; Flachs et al. 2013).  
Ergebnisse und Diskussion 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
- 38 - 
3.6 Noch heißer: Durch erhöhte Lipidmobilisation leistet das braune Fettgewebe einen 
UCP1-unabhängigen Beitrag zur zitterfreien Thermogenese 
(zu Kapitel 6.6; Grimpo et al. 2014) 
Ein wichtiger Mechanismus, um bei Kälteexposition eine normotherme Körpertemperatur 
aufrechtzuerhalten, ist die zitterfreie Thermogenese. Wo die Wärme im Organismus gebildet 
wird und ob sie ausschließlich UCP1-abhängig ist, wird kontrovers diskutiert. Unbestritten ist, 
dass Mäuse mit funktionellem braunem Fett ihre Fähigkeit zur zitterfreien Thermogenese adaptiv 
steigern können. Dies ließ sich bei Mäusen aus unterschiedlichen Akklimatisierungsstufen gut 
beobachten. Unter gleichen Messbedingungen (26°C) steigerten 5°C akklimatisierte Individuen 
in Folge einer noradrenergen Injektion ihren Energieumsatz im Vergleich zu denen aus 
thermoneutraler Haltung um ein Vierfaches.  
Bemerkenswerterweise zeigten auch UCP1-KO Mäuse aus der 5°C Haltung nach noradrenerger 
Stimulation eine signifikant höhere maximale Stoffwechselrate und eine dreimal höhere 
Thermogenesekapazität als 30°C akklimatisierte UCP1-KO Mäuse. Meyer et al. (2010) und 
Mineo et al. (2012) beschreiben ebenfalls eine Steigerung der Wärmeproduktion bei Mäusen 
ohne UCP1 in Folge einer Kälteexposition.  
Kaltakklimatisierte Wildtypen erreichten eine deutlich höhere maximale Stoffwechselrate und 
Thermogenesekapazität als ihre UCP1-KO Geschwister, was bestätigt, dass funktionelles 
braunes Fettgewebe für einen Großteil der adaptiven Wärmebildung verantwortlich ist. 
Andererseits wird deutlich, dass Mäuse auch die UCP1-unabhängige Thermogeneseleistung 
adaptiv steigern können. Wie genau ist allerdings noch ungeklärt. Kaltakklimatisierte Mäuse 
ohne UCP1 zeigen eine beige Verfärbung des weißen Fettgewebes (Auftreten von multilokulären 
Adipozyten, die denen des braunen Fetts ähneln) (Ukropec et al. 2006). Es weist eine erhöhte 
Genexpression sowie Mitochondriendichte und eine verbesserte respiratorische Aktivität auf. Ein 
UCP1-unabhängiger Beitrag zur zitterfreien Wärmebildung durch seine erhöhte metabolische 
Aktivität wäre als Kompensationsmechanismus für das thermogenetisch inaktive braune Fett 
durchaus denkbar (Ukropec et al. 2006; Meyer et al. 2010). Auch der Herzmuskel ist ein 
Kandidat für UCP1-unabhängige Wärmebildung. Die Untersuchung der Wildtyp- und UCP1-KO 
Mäuse offenbarte nach noradrenerger Stimulation eine Steigerung der Herzschlagrate und aus 
früheren Studien ist bekannt, dass während der zitterfreien Thermogenese der ventrikuläre 
Blutfluss zunimmt (Puchalski et al. 1987). Hinweise auf eine adaptive Thermogeneseleistung der 
Skelettmuskulatur bestehen ebenfalls (Simonsen et al. 1992; Bal et al. 2012). Eine UCP1-
unabhängige Änderung in der Gewebezusammensetzung des interscapularen braunen 
Fettgewebes nach initialer Kälteexposition konnte mittels MRT beobachtet werden.  
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Wie bereits für C57BL/6J Mäuse und Zwerghamster beschrieben, nahm das MRT-Signal des 
braunen Fettgewebes bei den UCP1-KO Mäusen in Folge der Kälteakklimatisation (18°C und 
5°C) ab. Verglichen mit Wildtypen blieb das Erscheinungsbild bei 5°C jedoch heterogener. Es 
ließ sich ein thermogenetisch aktiver Kernbereich von einem fetthaltigeren Randbereich 
abgrenzen. Dementsprechend war der mitochondrienreiche und zytoplasmahaltige Part im 
interscapularen Fettgewebe der UCP1-KO Mäuse bei 5°C Akklimatisierung kleiner als bei den 
Wildtypen. Inwieweit eine komplette Umstrukturierung des Gewebes zeitverzögert stattfindet 
oder durch das Fehlen von UCP1 gänzlich beeinträchtigt ist, bleibt offen. Der Fettgehalt im 
Kernbereich des braunen Fettdepots unterschied sich zwischen den Genotypen nicht. Er lag bei 
warm (30°C) gehaltenen Mäusen signifikant höher als bei denen der kalten Temperaturstufen.  
Mit Hilfe der Protonenspektroskopie konnten dynamische Veränderungen im braunen 
Fettgewebe während noradrenerger Stimulation verfolgt werden. Der Lipidgehalt im 
interscapularen Depot nahm nach Noradrenalin-Injektion bei beiden Genotypen rapide ab, wobei 
die thermogenetische Antwort der Wildtypen schneller und stärker ausgeprägt war. Bei einer 
Akklimatisationstemperatur von 5°C lag ihre Lipidabnahme 16,5 min nach Injektion signifikant 
höher als bei den UCP1-KO Mäusen. Die verringerte Lipidabnahme der UCP1-KO Mäuse hängt 
möglicherweise direkt mit der eingeschränkten Umstrukturierung des Fettdepots zusammen. Die 
Akklimatisationstemperatur selbst beeinflusste die Menge an abgebautem Lipid nicht. Sie betrug 
über den Zeitraum von 16,5 min bei Wildtypen zwischen 9 und 12 mg, bei den UCP1-KO 
Mäusen zwischen 5 und 8 mg. Ein gleichbleibendes Sättigungsverhältnis des braunen 
Fettgewebes ließ darauf schließen, dass weder ungesättigte noch gesättigte Fettsäuren bevorzugt 
abgebaut wurden.  
Die Menge an abgebauten Lipiden lag um ein Vielfaches über der Lipidmenge, die im braunen 
Fettgewebe tatsächlich oxidiert wurde. Dies war sowohl bei Wildtyp- als auch bei UCP1-KO 
Mäusen der Fall und spricht für einen Export von freien Fettsäuren aus dem braunen Fettgewebe. 
In vitro Untersuchungen zeigen, dass mit Noradrenalin stimuliert braune Adipozyten durch 
Lipolyse über ihren eigenen Bedarf hinaus Fettsäuren freisetzen und diese aus dem Gewebe 
entlassen (Nedergaard and Lindberg 1979; Kuusela et al. 1986). Messungen des 
Plasmalipidlevels nach Noradrenalin-Gabe oder Kälteexposition bestätigen die 
Exporteigenschaft des braunen Fettgewebes bei Mäusen und anderen kleinen Nagern in vivo 
(Brooks et al. 1983; Heldmaier and Seidl 1985; Ma and Foster 1986; Laury et al. 1987).  
Die Fettsäuremobilisation der UCP1-KO Mäuse ließ darauf schließen, dass der Export von 
Fettsäuren eine natürliche, UCP1 unabhängige Eigenschaft des braunen Fettgewebes ist. Vögel 
besitzen kein UCP1 und ihr Fettgewebe ist thermogenetisch nicht aktiv (Saarela et al. 1989). 
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Dennoch weist es multilokuläre Adipozyten auf, lässt sich durch Faktoren, die bei der 
Differenzierung von braunen Fettzellen eine Rolle spielen, aktivieren und fungiert mutmaßlich 
als wichtiger Fettsäurelieferant für andere Gewebe wie der Muskulatur (Saarela et al. 1989; 
Mezentseva et al. 2008). Mäuse mit ektopischer Expression von UCP1 oder einem verminderten 
Energiemetabolismus im Muskel, zeigen eine Zunahme von beigen Fettzellen in ihrem weißen 
Fettgewebe (Kim et al. 2013; Keipert et al. 2013). Diese beigen Adipozyten weisen ein ähnliches 
Expressionsmuster auf wie braune Adipozyten, enthalten UCP1 und sind nachweislich 
thermogenetisch aktiv (Shabalina et al. 2013). Keipert et al. (2013) vermuten als Ursache für ihr 
Auftreten jedoch weniger eine thermogenetische Funktion, sondern einen verbesserten 
Energiesupport der Muskulatur durch Substratlieferung aus den beigen Adipozyten. Der von uns 
beobachtete Export von Fettsäuren nach noradrenerger Stimulation könnte ein Hinweis für die 
Funktion des braunes Fettgewebes als Fettsäurelieferant an andere Gewebe wie Herz, 
Skelettmuskulatur oder weißes Fett sein. Ohnehin ist eine enge Kooperation zwischen braunem 
und weißem Fettgewebe Voraussetzung für eine andauernde zitterfreie Thermogenese. Bei 
langanhaltender Kälteexposition kann die Thermogeneseleistung des braunen Fettgewebes nur 
durch fortwährenden Nachschub an Substrat für die Atmungskette aus dem weißen Fettgewebe 
aufrecht erhalten werden (Picard et al. 2002). Noradrenerge Stimulation aktiviert nicht nur das 
braune Fett, sondern auch die Lipolyse und Wiederveresterung von Fettsäuren in weißen 
Adipozyten (Garofalo et al. 1996; Lafontan and Langin 2009). Das braune Fettgewebe 
exprimiert verschiedene Fettsäurebindeproteine. Nach Noradrenalingabe wird deren Vorkommen 
als Reaktion auf die erhöhte Fettsäureverfügbarkeit deutlich erhöht (Daikoku et al. 1997). 
Braunes Fett ist demnach trotz seiner Fähigkeit zur de novo Lipogenese, Lipolyse und 
Wiederveresterung von Fettsäuren nicht nur auf eigene Reserven angewiesen, sondern auch ein 
Hauptkonsument von Fettsäuren aus dem Blut (Hagberg et al. 2010; Bartelt et al. 2011; 
Townsend and Tseng 2014). Der fortwährende Import und Export von Fettsäuren sowie 
ablaufende Substratzyklen des Lipidstoffwechsels unterstreichen die metabolische Aktivität und 
Interaktion von braunem und weißem Fett. Diese hohe metabolische Aktivität sollte als Quelle 
von zitterfreier Wärmebildung in Betracht gezogen werden. Die vorliegende und andere Studien 
zeigen, dass UCP1 keine Voraussetzung für die Lipidmobilisation oder die Veränderung der 
Adipozytenstruktur im Fettgewebe ist (Ukropec et al. 2006; Flachs et al. 2013).  
Um die gleichzeitige Stimulation von Lipidkatabolismus und -anabolismus aufrecht zu erhalten, 
wird ausreichend Energie in Form von ATP benötigt. Die Ergebnisse der Phosphorspektroskopie 
zeigten, dass diese Voraussetzung selbst im braunen Fettgewebe der Wildtypen, die während der 
zitterfreien Thermogenese die oxidative Phosphorylierung entkoppeln, gewährleistet ist.  
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Es war keine Verschiebung im ADP/ATP Verhältnis festzustellen, die auf eine ATP-Schuld des 
braunen Fettgewebes während der induzierten Thermogenese hingewiesen hätte. Während der 
thermogenetischen Aktivität ist neben dem Lipidmetabolismus auch der Glukosemetabolismus 
des braunen Fettgewebes sehr aktiv. Gesteigerte Enzymaktivität und erhöhte Laktatlevel bei 
kaltakklimatisierten Nagern weisen darauf hin, dass eine ausreichende Versorgung mit ATP über 
die Glykolyse gewährleistet wird (Ma and Foster 1986; Heldmaier et al. 1989; Himms-Hagen 
1990).  
Die erhobenen Ergebnisse machen deutlich, dass zitterfreie Thermogenese bei Mäusen nicht 
ausschließlich über UCP1-vermittelte Wärmebildung im braunen Fettgewebe bestritten wird, 
sondern anderen Geweben ein berechtigter Beitrag zugeschrieben wird. Zudem scheint braunes 
Fettgewebe eine wichtige Rolle im Lipidstoffwechsel zu spielen, die UCP1-unabhängig ist und 
möglicherweise sogar ursprünglicher als seine UCP1-vermittelte thermogenetische Funktion.  
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4 Fazit und Ausblick 
Im Rahmen der Promotionsarbeit konnten die komplexen Antworten des endothermen 
Energiestoffwechsels auf sich verändernde Umweltbedingungen ein Stück weiter entschlüsselt 
werden. Die gewonnenen Erkenntnisse tragen zu einem besseren Verständnis der 
Regulationsmechanismen im täglichen Torpors und der durch Thermogenese verursachten 
Stoffwechselsteigerungen bei und lassen die eingangs aufgeworfenen Fragen wie folgt 
beantworten:  
 Die Goldstachelmaus passt ihren Metabolismus äußerst flexibel an verschiedene 
Gegebenheiten an und begegnet auf diese Weise den wechselnden Herausforderungen ihres 
ariden Lebensraums. Bei Umgebungstemperaturen von ≥ 32°C kann sie eine 50%ige 
Reduktion des ad libitum Futterverbrauchs durch energetische Einsparungen vollends 
kompensieren. Dies erreicht sie durch eine Verringerung des Ruhestoffwechsels und täglich 
mehrstündige Torporepisoden bei durchweg normothermer Körpertemperatur. Ein eindeutiger 
Beleg dafür, dass die aktive Stoffwechselreduktion bei Torporeintritt und die 
Aufrechterhaltung dieses hypometabolen Zustandes gänzlich entkoppelt von einer 
hypothermen Körpertemperatur stattfinden können.  
 Mitochondrien torpider Stachelmäuse weisen keine Veränderungen ihrer Bioenergetik auf. 
Des Weiteren korreliert die mitochondriale Respiration der Leber von Dsungarischen 
Zwerghamstern mit der Körpertemperatur. Zusammengenommen spricht dies gegen eine 
Inhibition der mitochondrialen Respiration als Torporauslöser und vielmehr für eine aktive 
Drosselung der Substratoxidation als Anpassungsleistung der Mitochondrien an niedrige 
Körpertemperaturen im tiefen Torpor, wie sie bei P. sungorus und anderen Winterschläfern 
auftreten.  
 Der neu etablierte Messaufbau aus kombinierter indirekter Kalorimetrie und MR-Bildgebung 
wird von P. sungorus toleriert und macht es erstmalig möglich torpide Hamster bildgebend zu 
untersuchen. Technische Weiterentwicklungen des Versuchssetups und Verfeinerungen der 
Messsequenzen müssen zukünftig stattfinden, um das volle Potential der MRT im 
Forschungsfeld „Torpor“ anwenden zu können.  
 Metabolisch inaktive und aktive Fettgewebe können mittels MRT in vivo differenziert und 
analysiert werden. So unterscheiden sich nicht nur T2-Zeiten, Lipidgehalt und 
Fettsäurezusammensetzung von weißem und braunem Fettgewebe. Auch die 
Umstrukturierung des braunen Fettgewebes in Folge von Kälteexposition oder einer kürzeren 
Photoperiode lassen sich visualisieren.  
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Weißes Fett besitzt einen höheren Anteil ungesättigter Fettsäuren als braunes Fett. Dieser 
Anteil erhöht sich allein durch den saisonalen Stimulus einer kurzen Photoperiode und zwar 
im braunen und weißen Fettgewebe.  
 Die Funktion des braunen Fettgewebes geht über seine Fähigkeit der UCP1-vermittelten 
Thermogenese hinaus. Nach noradrenerger Stimulation erfolgt ein UCP1-unabhängiger 
Fettsäureexport aus dem braunen Fettgewebe, der mittels MRS gemessen werden kann. 
Gleichzeitig fungiert braunes Fett als Konsument von Plasmafettsäuren und reguliert auf diese 
Weise den Gehalt der Blutfette. Dieser zyklische Lipidstoffwechsel findet in enger 
Kooperation mit anderen Geweben statt, die vermutlich einen Teil zur UCP1-unabhängigen 
Thermogenese beitragen. So nimmt das braune Fettgewebe durch seinen hohen 
Substratstoffwechsel auch bei der UCP1-unabhängigen, adaptiven Thermogeneseleistung, wie 
sie bei UCP1-KO Mäusen zu beobachten ist, eine Schlüsselrolle ein.  
 
Die Methode der Magnetresonanztomographie hat sich für die Bearbeitung physiologischer 
Fragestellungen, wie der in vivo Charakterisierung von Fettgewebe, bewährt. Im Gegensatz zum 
PET/CT (Positronen-Emissions-Tomographie in Kombination mit Computertomographie), dem 
bisherigen Goldstandard zur Quantifizierung von aktivem braunem Fettgewebe, kommt sie ohne 
ionisierende Strahlung oder den Einsatz von radioaktiven Markern aus und ist somit weniger 
belastend. Dasselbe Versuchstier kann unter verschiedenen Akklimatisationsbedingungen 
wiederholt gemessen werden. Dies steigert nicht nur die Validität der biologischen Daten, 
sondern verringert nach der Validierungsphase auch die benötigte Versuchstierzahl. Die 
Magnetresonanztomographie ist ein vielversprechendes Tool, um die zeitlichen Abläufe im 
natürlichen Torpor zukünftig in vivo zu verfolgen und die Mechanismen der aktiven 
Stoffwechselabsenkung besser zu verstehen. Mit dem neu etablierten Messaufbau ist hierfür der 
erste Schritt getan. Die funktionellen Messungen des Lipid- und Energiestoffwechsels im 
braunen Fettgewebe während der zitterfreien Thermogenese eröffnen neue Blickwinkel.  
Ein fundiertes Verständnis beider Themengebiete ist auch durch ihre potentielle Bedeutung für 
den menschlichen Organismus von besonderem Interesse. Die gezielte Induktion eines 
hypometabolen und normothermen Zustands könnte die Schädigungen bei Trauma- oder 
Infarktpatienten reduzieren und die Lebensdauer von Transplantationsorganen verlängern. Sogar 
eine sechsmonatige Weltraumreise zum Mars wäre im torpiden Sparmodus denkbar, da auf diese 
Weise physiologische Strapazen und Risiken einer solchen Mission deutlich reduziert würden.  
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Eine Erhöhung des Energiestoffwechsels durch die Aktivierung des braunen Fettgewebes auf der 
anderen Seite, verspricht therapeutische Ansatzpunkte für die Bekämpfung von Übergewicht und 
deren Begleitsymptome wie Herz-Kreislauferkrankungen und Diabetes (van der Lans et al. 
2013). Auch wenn die thermogenetische Leistung des braunen Fettgewebes im menschlichen 
Organismus wohl eher eine untergeordnete Rolle einnimmt, so ist seine Rolle im 
Lipidmetabolismus von außerordentlichem Interesse. 
Die Methode der MRT erfordert für jede Fragestellung eine Anpassung der Hard- und Software 
und setzt aufgrund ihrer technischen Komplexität eine Zusammenarbeit verschiedener 
Fachdisziplinen (Ingenieurtechnik, Physik, Biologie) voraus. Sie ist teuer, artefaktanfällig und in 
einigen Bereichen bisher weniger Aussagekräftig als entsprechende ex vivo Untersuchungen. 
Dennoch bietet sie ein hohes Potential dynamische Prozesse in vivo zu verfolgen und ist eine 
wertvolle non-invasive Methode, um im Sinne des Tierschutzgedanken eine Verbesserung des 
Versuchstierwohls und eine Verringerung der benötigten Versuchstierzahl zu erreichen.  
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6 Publikationen und Manuskripte 
6.1 Erklärung: Eigene Beiträge zu den veröffentlichten Teilen der Arbeit 
§8, Absatz 3 der Promotionsordnung der Philipps-Universität Marburg (Fassung vom 12.4.2000) 
sieht vor, dass für die Teile der Dissertation, die aus gemeinsamer Forschungsarbeit 
hervorgegangen sind, „die individuellen Leistungen des Doktoranden deutlich abgrenzbar und 
bewertbar sein“ müssen. Im Folgenden sind die eigenen Beiträge zu den entsprechenden 
Kapiteln 6.2 - 6.6 detailliert aufgeführt. 
 
Zu Kapitel 6.2 
That’s hot: golden spiny mice display torpor even at high ambient temperatures 
 
- Planung und Vorbereitung der Experimente in Zusammenarbeit mit Dr. Cornelia Exner 
- Durchführung von 95% aller Messungen, die restlichen 5% (Stoffwechselmessungen der 
Kontrolltiere) wurden von Karen Legler durchgeführt 
- Auswertung und statistische Analyse sämtlicher Daten  
- Anfertigung aller Abbildungen 
- Verfassen des Manuskripts in Zusammenarbeit mit Prof. Gerhard Heldmaier 
 
Dieses Kapitel wurde in der vorliegenden Form im Journal of Comparative Physiology B 
veröffentlicht: Grimpo K, Legler K, Heldmaier G, Exner C (2013) That's hot: golden spiny mice 
display torpor even at high ambient temperatures. J Comp Physiol B 184: 567-581. 
 
Zu Kapitel 6.3 
Metabolic depression during warm torpor in the Golden spiny mouse (Acomys russatus) 
does not affect mitochondrial respiration and hydrogen peroxide release 
 
- Durchführung aller Stoffwechsel- und Körpertemperaturmessungen  
- Präparation aller Gewebe für die mitochondrialen Messungen 
- Durchführung der Isolierung und anschließende Atmungsmessungen von Leber- und 
Nierenmitochondrien mittels Clark-Elektrode 
- Auswertung und statistische Analyse sämtlicher Daten 
- Anfertigung aller Abbildungen 
- Verfassen des Manuskripts in Zusammenarbeit mit Dr. Martin Jastroch 
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Dieses Kapitel wurde in der vorliegenden Form in Comparative Biochemistry and Physiology, 
Part A veröffentlicht: Grimpo K, Kutschke M, Kastl A, Exner C, Heldmaier G, Jastroch M 
(2014) Metabolic depression during warm torpor in the Golden spiny mouse (Acomys russatus) 
does not affect respiration and hydrogen peroxide release in isolated mitochondria. Comp 
Biochem Physiol A 167: 7-14. 
 
Zu Kapitel 6.4 
Depression of mitochondrial respiration during daily torpor of the Djungarian hamster, 
Phodopus sungorus, is specific for liver and correlates with body temperature 
 
- Anfertigung aller Abbildungen 
- Verfassen des Manuskripts in Zusammenarbeit mit Dr. Martin Jastroch 
- Auswertung und statistische Analyse der Daten (20%) in Zusammenarbeit mit Maria 
Kutschke und Dr. Martin Jastroch (80%) 
 
Dieses Kapitel wurde in der vorliegenden Form in Comparative Biochemistry and Physiology, 
Part A veröffentlicht: Kutschke M, Grimpo K, Kastl A, Schneider S, Exner C, Heldmaier G, 
Exner C, Jastroch (2013) Depression of mitochondrial respiration during daily torpor of the 
Djungarian hamster, Phodopus sungorus, is specific for liver and correlates with body 
temperature. Comp Biochem Physiol A 164: 584-589 
 
Zu Kapitel 6.5 
A new perspective for the investigation of torpid Djungarian hamsters (Phodopus 
sungorus) and photoperiod changes in adipose tissue composition using magnetic resonance  
 
- Entwicklung der MRT-Stoffwechselküvette in Zusammenarbeit mit Maximilian Völker und 
der Feinmechanikwerkstatt des Fachbereichs Biologie 
- Modifikation der MR-Sequenzen und Erstellung der Messprotokolls in Zusammenarbeit mit 
Maximilian Völker 
- Durchführung aller Experimente 
- Auswertung und statistische Analyse sämtlicher Daten  
- Anfertigung der Abbildungen und des Textes des vorläufigen Manuskripts 
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Dieses Kapitel befindet sich derzeit in Vorbereitung und soll zeitnah bei Journal of Magnetic 
Resonance eingereicht werden. Grimpo K, Völker MN, Frank CK, Heverhagen JT, Heldmaier G 
(in Vorbereitung) A new perspective for the investigation of torpid Djungarian hamsters 
(Phodopus sungorus) and photoperiod changes in adipose tissue composition using magnetic 
resonance spectroscopy. 
 
Zu Kapitel 6.6 
Brown adipose tissue dynamics in wild-type and UCP1-knockout mice: in vivo insights with 
magnetic resonance 
 
- Modifikation der MR-Sequenzen und Erstellung der Messprotokolls in Zusammenarbeit mit 
Maximilian Völker 
- Durchführung von 70% der Messungen, die restlichen Messungen wurden unter meiner 
Betreuung von Nina Heppe durchgeführt.  
- Auswertung und statistische Analyse sämtlicher Daten, teilweise in Zusammenarbeit mit Nina 
Heppe 
- Anfertigung aller Abbildungen 
- Verfassen des Manuskripts in Zusammenarbeit mit Prof. Gerhard Heldmaier 
 
Dieses Kapitel wurde in der vorliegenden Form im Journal of Lipid Research veröffentlicht: 
Grimpo K, Voelker MN, Heppe EN, Braun S, Heverhagen JT, Heldmaier G. (2014) Brown 
adipose tissue dynamics in wild-type and UCP1-knockout mice: in vivo insights with magnetic 
resonance. J Lipid Res. 55: 398-409 
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6.2 Grimpo et al. 2013 
 
 
 
That’s hot: golden spiny mice display torpor even at 
high ambient temperatures 
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6.3 Grimpo and Kutschke et al. 2014 
 
 
 
Metabolic depression during warm torpor in the 
Golden spiny mouse (Acomys russatus)  
does not affect mitochondrial respiration and 
hydrogen peroxide release 
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6.4 Kutschke and Grimpo et al. 2013 
 
 
 
Depression of mitochondrial respiration during daily 
torpor of the Djungarian hamster,  
Phodopus sungorus, is specific for liver and correlates 
with body temperature 
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6.5 Grimpo et al. in Vorbereitung 
 
 
 
A new perspective for the investigation of torpid 
Djungarian hamsters (Phodopus sungorus) and 
photoperiod changes in adipose tissue composition 
using magnetic resonance  
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Introduction 
Daily torpor and hibernation occur in a variety of mammals in response to seasonal variations in 
ambient temperature, food availability or photoperiod in order to reduce their daily energy 
expenditure (Geiser 2004; Heldmaier et al. 2004; Melvin and Andrews 2009). The Djungarian 
hamster (Phodopus sungorus) is strongly photoperiodic and displays daily torpor after several 
weeks of exposure to short photoperiod. Short-day acclimated P. sungorus enter torpor 
spontaneously for several hours during their resting period, even under thermoneutral conditions 
and ad libitum food availability (Heldmaier and Steinlechner 1981; Kirsch et al. 1991). A higher 
torpor disposition can be attained due to cold exposure and food restriction (Ruf et al. 1993). 
Torpid phases are characterized by a controlled reduction of oxygen consumption, respiration 
rate, heart rate and often by a decreased body temperature (Morhardt 1970; Mertens et al. 2008). 
Energetically expensive gene transcription and protein synthesis are decreased during torpor, 
enzyme activities are adjusted from glycolysis towards lipid metabolism and substrate oxidation 
of liver mitochondria declines, contributing to a reduced metabolic energy demand in the torpid 
state (Heldmaier et al. 1999; Carey et al. 2003; Berriel Diaz et al. 2004; Brown et al. 2007; 
Kutschke et al. 2013). Understanding the driving mechanisms of metabolic reduction during 
torpor and the processes to tolerate the ischemic and hypothermic state without harm attracts 
interest in academic science as well as in translational medicine (Maathuis et al. 2007; Aslami 
and Juffermans 2010). The number of torpor studies increased rapidly in the last years and the 
potential of new and innovative methods should applied as much as possible to satisfy animal 
welfare aspects in this research field (Jinka and Duffy 2013).  
Whole-body imaging techniques have been developed and refined in the last decades to meet the 
purpose of investigating living animals in science (Koba et al. 2013). Today improvements in 
software and miniaturization of hardware allow the imaging of small animals. Imaging 
morphological structures or monitoring functional processes in vivo are carried out non-
invasively, except for anesthesia to minimize motion artifacts. Therefore, modern imaging 
techniques have a high potential to complement or even replace ex vivo studies and satisfy the  
principle of 3R in animal research; replacement, reduction and refinement (Russell and Burch 
1959). Especially the performance of serial studies using the same animals during different 
metabolic states (normometabolic, torpor entrance, torpor, torpor arousal) or at different 
treatments (temperature regimes, diets) can eliminate the need to sacrifice the animal and thereby 
can contribute to a reduction of the number of animals needed.  
The magnetic resonance imaging (MRI) provides an excellent soft tissue contrast, e.g. to 
determine body fat distribution or to differentiate between brown and white adipose tissue (Hu et 
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al. 2010; Peng et al. 2013; Holstila et al. 2013; Müller et al. 2013). In contrast to computed 
tomography (CT) MRI runs without ionizing radiation and no radiotracers as used for positron 
emission tomography (PET) or single photon emission computed tomography (SPECT) are 
necessary.  
The occurrence of daily torpor is not the only physiological adaption of P. sungorus to a short 
photoperiod. Winter acclimated P. sungorus have a reduced body weight and testis size, their fur 
lightens from brownish-grey to white and alterations in fat mass and gene expression in adipose 
tissue, e.g. a reduced expression of leptin mRNA, can be observed (Klingenspor et al. 1996a; 
Demas et al. 2002). Brown adipose tissue shows a higher thermogenic capacity in short-day 
acclimated hamsters in order to maintain body temperature at cold ambient temperatures and 
further to reheat a hypothermic body temperature back to normothermia during the arousal from 
torpor via non-shivering thermogenesis (Heldmaier et al. 1981; Heldmaier et al. 1982). In 
contrast, white adipose tissue serves mainly as energy storage but is also a provider of free fatty 
acids for heat production in brown adipose tissue, is reduced in short-day acclimated hamsters. 
Several studies indicate that fatty acid composition of brown and white adipose tissue alters with 
diet and even photoperiod and that there is some incidence for a relation between torpor behavior 
and composition of adipose tissue (Geiser and Heldmaier 1995; Geiser et al. 2013). Essential 
unsaturated fatty acids have been found to be beneficial for torpor disposition, length and depth 
(Geiser and Kenagy 1987; Frank 1992; Florant et al. 1993). The procedure to analyze the tissue 
composition in these studies was to sample tissues from sacrificed animals or to take biopsies 
from anaesthetized animals and to analyze the samples with gas chromatography.  
We divided the present study into two parts for investigating P. sungorus with magnetic 
resonance imaging. The first part aimed to develop an experimental set-up that allows MRI 
simultaneously with measuring the metabolic state of hamsters via indirect calorimetry. 
Hamsters became torpid within the setup spontaneously and furthermore stayed torpid during the 
imaging without requiring anesthesia.  
The second part of the study was completely independent of part one and investigated tissue 
composition of brown and white adipose tissue from long and short-day acclimated animals 
using MRI and magnetic resonance spectroscopy (MRS) in anesthetized hamsters. Afterwards 
the results of MRS were compared with ex-vivo gas-chromatographic analyses in order to 
evaluate the MRI-methods.  
Material and Methods 
Animals 
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Djungarian hamsters (P. sungorus) were housed individually in type II makrolon-cages (16 cm x 
21 cm x 13 cm) with wood shavings and free access to water and food (ssniff V2144) at the 
Philipps-Universität Marburg.  
For part one of the study, 13 P. sungorus were kept under short-day conditions of 8:16 light:dark 
cycle (lights on: 8:00 h, central European time (CET)) at an ambient temperature of 23 ± 1°C. 
For part two of the study, 7 hamsters were kept under long day conditions of 16:8 light:dark 
cycle (lights on: 6:00 (CET)) at 23°C. 7 hamsters were kept under short-day conditions for 14 
weeks at 23°C and further 8 individuals were first kept at short photoperiod at 23°C and then 
transferred to 5°C maintaining the short photoperiod. 
 
Magnetic resonance imaging and spectroscopy 
All imaging and spectroscopic experiments were performed with a 7 Tesla small animal MRI 
scanner equipped with a 290 mT/m gradient system (ClinScan, Bruker Biospin MRI GmbH, 
Ettlingen, Germany).  
All gathered data were post processed and analyzed with the Syngo software (Siemens 
Healthcare, Erlangen, Germany).  
 
Metabolic cage with integrated proton-coil for torpor experiments 
In order to investigate torpid hamsters we developed a metabolic cage for simultaneous 
measurement of metabolic rate and magnetic resonance imaging (Fig. 1). The cylindrical cage 
with an inner volume of 385 cm3 (7 cm in radius and 10 cm in height) was made of acrylic glass. 
A perforated seat was installed at the inferior third of the cylindrical cage to separate feces and 
urine from the animal. Glands on both sides of the cage allowed a continuously perfusion with 
air. The cage was equipped with an in-house built 8-leg low pass Birdcage coil tuned to the 
hydrogen Larmor frequency at 7 T (300.40 MHz). For noise protection the cage with the 
integrated coil was insulated with acoustic foam (Suppl. Fig. 1a-c).  
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Measurement of oxygen consumption during torpor experiment 
To monitor oxygen consumption as an indicator for the metabolic state of the hamsters inside the 
imaging system, we established an experimental set-up for measuring indirect calorimetry (Fig 
1). The calorimetry was installed outside of the faraday chamber of the magnetic resonance 
imaging system to avoid interferences between the systems. 
Individual short-day acclimated hamsters were placed inside the metabolic cage with nesting 
material and a slice of cucumber just before lights off (about 3:30 pm CET). The cage was fixed 
in a large animal bed (Bruker Biospin MRI GmbH, Ettlingen, Germany) and located in the center 
of the magnetic bore.  
The disposition of P. sungorus to undergo torpor is more pronounced at cold ambient 
temperatures (Ruf et al. 1993). Therefore an in-house made copper heat exchanger was used to 
cool the room air that was pumped (200l/h) into the metabolic cage. The air was dried with silica 
gel to minimize water condensation before entering the heat exchanger. The inner helix of the 
heat exchanger was perfused with 1°C cold antifreeze mixture using a water bath (F25-ED, 
Julabo GmbH, Seelbach, Germany). The tube between heat exchanger and metabolic cage was 
thermally insulated and the air entered the cage with a temperature of 13-15°C. Temperature of 
air exiting the cage was continuously measured with a thermocouple.  
Oxygen consumption and carbon dioxide production were measured with an open respiratory 
system (previously described by Heldmaier and Ruf 1992). Air was sucked through the cage 
with a rate of 30 ± 0.5 l/h and dried by an electric freeze trap (M and C Cooler, ECM, Ratingen, 
Germany). The airflow was displayed with optic mass flow meters and was continuously 
monitored with an electronic mass flow meter (Bronkhorst High-Tech B.V., Ruurlo, 
Netherlands). O2 and CO2 content of the air were measured with a two-channel O2 analyzer 
(Oxzilla II, Sable systems int., Las Vegas, USA) and a two-channel CO2 analyzer (AO2000, 
ABB Automation GmbH, Frankfurt, Germany) with a resolution of 0.001 ΔVol % comparing the 
air entering and leaving the metabolic cage. The read out interval was set to 30 seconds. A 
magnetic valve system allowed the measurement of room air every hour (for a time span of 2.5 
min) for automated continuous zero readjustment. Channel switching was controlled by a 
computer that processed the thermocouple-, analyzer- and the flow meter signals of the selected 
channel (including automatic zero adjustment and volume corrections for gas analysis) and also 
stored the results. VO2 was calculated according to Haldane equation: VO2 = Flowin x FO2in – 
Flowout x FO2out, where FO2in and FO2out are fractional concentrations of O2 in fresh gas and 
mixed exhaust gas respectively.  
Imaging of torpid hamsters 
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The imaging of non-anaesthetized hamsters was started when hamsters displayed deep torpor. 
Using the home-made receive/transmit coil around the metabolic cage different sequences were 
started to acquire T2 weighted images in sagittal, transversal and coronal view. Furthermore 
angiographic images were acquired and 1H-spectroscopy was performed. The sequences used are 
described beneath the corresponding figure (Fig. 3). 
 
Characterization of adipose tissue  
Brown and white adipose tissues (BAT and WAT) of anaesthetized hamsters were examined 
using a quadrature mouse body coil with an inner diameter of 35 mm (Bruker) for transmission 
and reception. For image acquisition, anesthesia was induced in an induction chamber by 
inhalation of air containing 5% isoflurane (Baxter, Unterschleissheim, Germany). Hamsters were 
fixed in an animal bed where the anesthesia was maintained by continuous isoflurane inhalation 
(1.5–2.5%). Eye ointment was applied and the body temperature of the hamsters was stabilized 
with a heating unit during the measurements. Animal respiration rate and rectal body 
temperature were continuously monitored during the measurements (Small Animal Monitoring 
& Gating System, SAInstruments, Stony Brook, NY, USA). 
The following sequences were used to characterize adipose tissue: T2-weighted turbo spin echo 
sequence (TR (repetition time): 1010 ms, TE (echo time): 52 ms, FoV: 30 x 30 mm2, matrix: 192 
x 192, slices: 16, slice thickness: 0.8 mm, voxel size: 0.156 x 0.156 x 0.8 mm3, acquisition time: 
111 s). For measuring the size of interscapular brown adipose tissue a T1-weighted turbo spin 
echo sequence was used (TR: 478 ms, TE: 7.7 ms, FoV: 35 x 35 mm2, matrix size: 192 x 192, 
slices: 30-32, slice thickness 0.8 mm, voxel size 0.182 x 0.182 x 0.8 mm3, acquisition time: 159 
s). To determine relaxation times of adipose tissue the orientations of the MRI sequences were 
transversal in brown adipose tissue and sagittal in epididymal white adipose tissue. Relaxation 
times were acquired in duplicate. Sequences were performed with FoV: 30 x 30 mm2, matrix: 
128 x 128, slices: 5-7, slice thickness: 0.5 mm and voxel size: 0.547 x 0.273 x 0.5 mm3. 
Longitudinal relaxation time (T1-time) was acquired using turbo inversion recovery (TIR) 
sequences with TR: 3,500 ms, TE: 14 ms and 10 different inversion times (TI: 31, 50, 100, 200, 
300, 400, 500, 600, 800, 1,000 ms). The transversal relaxation time (T2-time) was acquired with 
a spin echo sequence with TR: 2,500 ms and 10 echo times (TE: 10-100 ms in 10 ms steps).  
To investigate lipid composition a PRESS 1H-spectroscopy without water suppression was used 
(TR 2,500 ms; TE 28 ms; flip angle 90°, voxel size 1.0 x 3.1 x 1.0 mm3; 128 averages; 
acquisition time 335 seconds). 
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Determination of relaxation times 
To calculate T1 relaxation time a three parametric inversion curve was modeled with a 
logarithmic relation S (TI) = c (1-2 e –TI/T1) + e –TR/T1 using Sigma Plot 10. The TI value at the 
zero-crossing / ln 2 was count as T1 value (Graaf 2007).  
T2 values were calculated using an exponential fit function in Sigma Plot 10, signal intensity at 
echo time TE, S (TE) = c e-TE/T2. The logarithmized signal value was plotted against the ten 
measured echo times and the slope-1 of the resulting linear equation was assumed as T2 
relaxation time (Graaf 2007).   
 
Volume and weight of interscapular brown adipose tissue 
Volume of interscapular brown adipose tissue (cm3) was calculated for every hamster 
individually on the basis of sagittal T1-weighted images. Interscapular brown adipose tissue was 
circled in each consecutive slice using a freehand ROI tool. The sum of all areas was calculated 
and multiplied by slice thickness (0.08 cm). Hamsters were sacrificed 2 days after the last 
imaging. Interscapular brown adipose tissue and epididymal white adipose tissue were dissected 
post mortem, balance weighted and immediately frozen in liquid nitrogen. The samples were 
stored at -80°C. 
 
Gas chromatography of adipose tissue 
Fatty acid composition of brown interscapular and white epidydimal adipose issue was analyzed 
using gas-liquid chromatography (Frank 1992). Free fatty acids of the adipose tissue samples 
were extracted as described previously (Folch et al. 1957) using chloroform/methanol (2:1) for 
tissue homogenization and filtration. Isolated lipids were transesterificated with 1.5 mL 1.0 N 
methanolic HCl which produces acid methyl ester (Christie 1982, 1993). The transesterification 
reaction was speeded up by incubating the samples at 80°C for 1 hour and stopped afterwards by 
adding 1 mL distilled water. Methyl esters were extracted thoroughly in three washing steps 
using all together 4.5 mL pentane as solvent that was dried over magnesium sulfate. An aliquot 
of this was directly injected into the gas chromatograph (Hewlett-Packard model 5890) with a 
J&W Scientific capillary column (model DB-23). When more than 100 mg lipid samples were 
transesterified the methyl ester stock was diluted with pentane (1:5). The oven temperature was 
110°C for 3 min and was then increased to 160°C in 20/min steps. The oven temperature was 
held at 100°C for 3 min and was then increased from 160 to 210°C in 4°C/min increments. 
Temperature was held at 210°C for 1 min. The gas chromatograph identified fatty acids with 12-
Manuskript (Grimpo et al. in Vorbereitung) 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
- 96 - 
22 carbon atoms. The data were recorded and quantified by a Hewlett-Packard model 3390A 
integrator. 
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Results 
Imaging of torpid hamsters 
10 of the 13 tested P. sungorus entered into torpor within the magnetic resonance imaging 
system. Only two hamsters became torpid when they were placed into the metabolic cage the 
first time. Usually the hamsters displayed torpor at the second or third stay within the cage. We 
observed 13 torpor events in 30 try outs and in 10 of the 13 cases hamsters stayed torpid during 
the MRI scanning procedure (Fig. 2). All in all, one out of three tries was successful. During 
torpor P. sungorus decreased metabolic rate from resting values of 42.16 ± 2.74 mLO2/h to 
minimal metabolic rates of 9.19 ± 1.33 mLO2/h. The scanning was started when the hamsters 
had reached a deep torpor plateau. The torpid metabolic rate did not change during the scan 
(12.31 ± 1.57 mLO2/h) when compared to values before the scan (12.80 ± 1.406 mLO2/h).  
The hamsters moved repeatedly in the cage, even during torpor. Therefore it was necessary to 
check the position of the hamsters with short localizer sequences frequently. Morphological 
images as well as proton spectroscopy could be obtained in torpid hamsters (Fig. 3). The posture 
of a torpid hamster was completely different from that of an anaesthetized individual. Torpid 
hamsters were curled up in a hunchback posture; with the result that brown adipose tissue was 
located in direct vicinity to the heart. Visceral organs (liver, intestine, stomach and kidney) were 
agglomerated close together (Fig. 3b). T2 weighted close up images of the head were performed, 
where relevant structures of the brain such as the cerebellum, the hypothalamus and the ventricle 
could be detected (Fig. 3c). The detection of spectroscopic data and angiographic images was 
more challenging as these sequences last longer than ordinary T2 weighted images and were 
susceptible against motion artifacts (Fig. 3 d, e). It was possible to perform H+-spectroscopy in 
brown adipose tissue of the torpid hamster. The water and the lipid-fraction and even some 
smaller peaks (i.e. CH=CH) were resolved in this spectrum. With angiographic sequences big 
vessels could be visualized. For further studies, technical advancements are required in order to 
increase the signal-to-noise ratio and spatial resolution. An improved setup would be highly 
valuable for the detection of functional processes during torpor (i.e. changes in lipid composition 
of adipose tissue or perfusion of specific organs). All together some further developments are 
required to improve the MRI measurement in torpid animals for the future.  
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Body weights and organ weights of long-day and short-day acclimated hamsters 
Long-day acclimated hamsters had a brownish-grey fur and a significantly higher body mass 
than short-day acclimated hamsters. They changed their fur color to a light gray or white (Suppl. 
Fig. 2). Both short-day groups (acclimated to 23°C or 5°C ambient temperature) had the same 
lightish fur color, but the hamsters acclimated to 5°C were about 5 g heavier (Tab. 1). Besides 
body mass, the epididymal white adipose tissue depot was greater in cold acclimated short-day 
hamsters, indicating a beginning recrudescence of short-day adaption. This was confirmed as 
cold acclimated hamsters had the same substernal and interscapular brown adipose tissue mass as 
compared to long-day hamsters. The interscapular BAT volumes obtained from T1 weighted 
images were compared with wet weight of interscapular BAT from the 22 hamsters of the three 
acclimation groups (data not shown). A significant correlation between volume and wet weight 
was obtained (p=0.005, r2= 0.347), but MRI data overestimated balance weights twice to thrice 
depending on acclimation group.  
 
Relaxation times of adipose tissue 
Longitudinal relaxation times (T1 time) were not different between white and interscapular 
brown adipose tissue, but the transversal relaxation time (T2 time) of white adipose tissue was 
significantly higher at all acclimation states (Fig. 4). In T1 weighted images the signal of white 
adipose tissue appeared hyperintense compared to brown adipose tissue in short-day acclimated 
P. sungorus, indicating higher lipid content in white adipocytes (Fig. 5). No differences in T2 
time were observed between the two investigated brown adipose tissue depots within the same 
acclimation state, but T1 time was lower in the substernal compared to the interscapular brown 
adipose tissue depot during short-day at 23°C (Tab. 1).  
The signal in T1 weighted images was hypointense following short-day acclimation and during 
cold acclimation especially in brown adipose tissue, indicating a thermogenic activation of 
brown adipose tissue. T1 time of brown adipose tissue was higher following short-day 
acclimation and T2 time was lower respectively. Relaxation times of white adipose tissue did not 
differ between acclimation states.  
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Fatty acid composition of adipose tissue determined by Proton-spectroscopy 
The mean fatty acid chain length (according to Zancanaro et al. 1994) did not differ between 
brown and white adipose tissue or between acclimation states (Fig. 6 a).  
Mean chain length of fatty acids lay between 20 and 26 carbon atoms. Several calculations 
according to saturation of adipose tissue (Fig. 6 b-d) indicated a higher unsaturation of white 
adipose tissue compared to brown adipose tissue. Mean unsaturation of fatty acids was 1.39 ± 
0.16 and 1.47 ± 0.13 in brown adipose tissue and 1.51 ± 0.16 and 1.71 ± 0.42 in white adipose 
tissue for long and short-day conditions respectively. Mean polyunsaturation of fatty acids in 
white adipose tissue of short-day acclimated hamsters was significantly higher (0.46 ± 0.03) than 
in brown adipose tissue (0.35 ± 0.03) and higher than in white adipose tissue following long day 
conditions (0.33 ± 0.04). For a further, CH3 peak independent variable, we calculated the ratio 
between the CH2 and the CH=CH peak. The ratio was significantly lower in white adipose tissue 
than in brown adipose tissue at both acclimation states, indicating a higher level of double 
bounds per CH2 in white adipose tissue.  
 
Fatty acid composition of adipose tissue determined by gas chromatography 
Seven different fatty acids were detected in adipose tissue of short- and longday acclimated 
hamsters with gas chromatography (Tab 3, 4). The concentration of palmitoleic acids (16:1) was 
higher while the concentration of linoleic acids (18:2) was lower in long photoperiod in brown as 
well as in white adipose tissue. Furthermore, the sum of polyunsaturated fatty acids (PUFA) was 
lower during long compared to short photoperiod. Sums of saturated (SFA) and unsaturated 
(UFA) fatty acids did not differ significantly between long and short photoperiod. Stearic acid 
(18:0) was absent in the most white adipose tissue samples but it was present in brown adipose 
tissue with a higher concentration in the long-day conditions. In white adipose tissue but not in 
brown adipose tissue the amount of palmitic acid (16:0) was significantly higher at 23°C ambient 
temperature than at 5°C, resulting in a lower sum of SFA in white fat of cold acclimated 
hamsters.   
The comparison between brown and white adipose tissue with paired t-test showed significantly 
less palmitoleic acids and more stearic acids in brown fat at all acclimation states. This caused a 
significant higher sum of UFA in white adipose tissue while SFA were higher in brown adipose 
tissue. 
 
In addition, hamsters in long photoperiod and hamsters in short photoperiod acclimated to 5°C 
ambient temperature had higher palmitic acid concentrations in their brown adipose tissue and 
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higher linoleic acid concentrations in white adipose tissue, resulting in a higher amount of PUFA 
in white adipose tissue.  
To validate the spectroscopic data we calculated the same parameters for chromatographic data 
as shown in Fig. 7.  
The variability of the group data acquired with gas chromatography was far smaller than that of 
spectroscopic data. The mean chain length did not differ between brown and white adipose tissue 
or between acclimation states as it was observed in spectroscopic data but the chain length 
calculated from chromatography was only about 17 carbons (Fig. 7 a). The mean unsaturation 
calculated from chromatography was also much lower than that calculated from proton 
spectroscopy. However, a higher unsaturation of fatty acids and a higher amount of unsaturated 
fatty acids in white adipose tissue could be confirmed statistically in chromatographic data where 
only a tendency could be assumed from proton spectroscopy. An increased polyunsaturation of 
fatty acids following short-day acclimation was observed in white and brown adipose tissue. The 
mean unsaturation is equivalent to the so called double bond index that was described in 
previous studies (Richardson et al. 1961; Frank 1992). It is the sum of the weight percentages of 
each fatty acid in the sample multiplied by the number of double bonds contained in each 
molecule divided by the total amount of fatty acids measured in the sample. The mean 
polyunsaturation was calculated respectively considering only the polyunsaturated fatty acid in 
each sample.  
Parameters for lipid composition acquired from in vivo proton spectroscopy were plotted against 
the data acquired from ex vivo gas chromatography. Therefore data from brown and white 
adipose tissue from animals acclimated to short and long photoperiods were pooled in one plot. 
Assosiations of the data were calculated for mean chain length, mean unsaturation and mean 
polyunsaturation and we found significant correlations (p < 0.05) for all three parameters (Fig. 
8).  
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Discussion 
To do 
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Table 1 Body weight and adipose tissue weights of long-day and short-day acclimated P. 
sungorus. Hamsters were sacrificed after magnetic resonance imaging was finished and bilateral 
depots of substernal brown adipose tissue (sBAT), interscapular brown adipose tissue (iBAT) 
and epididymal white adipose tissue (eWAT) were dissected and balance weighted.  
Photoperiod
Ambient 
temperature n
Body mass 
(g)
sBAT weight 
(mg)
iBAT weight 
(mg)
eWAT weight 
(mg)
Long-day 23°C 7 36.51 ± 1.3 146.29 ± 6.4 131.29 ± 10.4 712.71 ± 61.5
Short-day 23°C 7 23.19 ± 0.7 96.86 ± 7.8 96.14 ± 8.3 199.00 ± 29.3
Short-day 5°C 8 28.13 ± 0.7 158.88 ± 6.9 146.13 ± 12.7 382.86 ± 44.5
 
 
Table 2 Longitudinal (T1) and transversal (T2) relaxation of brown and white adipose tissue in 
P. sungorus acquired with magnetic resonance imaging. Hamsters were acclimated at different 
photoperiods and ambient temperatures. Relaxations times were determined in duplicate for 
substernal (sBAT) and interscapular brown adipose tissue (iBAT) and epididymal white adipose 
tissue (eWAT). 
Photoperiod
Ambient 
temperature n
sBAT
 T1 (ms)
iBAT 
T1 (ms)
 
eWAT 
T1 (ms)
sBAT
 T2 (ms)
iBAT 
T2 (ms)
 
eWAT 
T2 (ms)
Long-day 23°C 7 418 ± 13 459 ± 9 444 ± 37 119 ± 8 110 ± 3 142 ± 4
Short-day 23°C 7 426 ± 6 508 ± 12 484 ± 17 94 ± 5 87 ± 7 122 ± 8
Short-day 5°C 8 446 ± 13 489 ± 13 469 ± 17 72 ± 4 75 ± 6 123 ± 6
 
 
Table 3 Fatty acid contents (%) of interscapular brown adipose tissue from P. sungorus 
determined with gas chromatography. Hamsters were acclimated to long photoperiod (LP, n=7) 
or short photoperiod (SP) acclimated to 23°C (n=7) or to 5°C (n=8) ambient temperature. 
Significant differences between acclimation states are indicated with the same letter, p< 0.05. 
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Fatty acid LP 23°C SP 23°C SP 5°C
14:0 4.09 ± 0.74 3.45 ± 0.85 1.48 ± 0.61
16:0 38.20 ± 1.77 34.87 ± 1.73 33.08 ± 0.99
16:1 11.13 ± 0.91a,b 6.79 ± 0.49a 7.55 ± 0.75b
18:0 5.96 ± 0.61a,b 9.34 ± 0.47a 8.94 ± 0.71b
18:1 25.39 ± 1.63 24.30 ± 1.34 27.76 ± 1.01
18:2 15.17 ± 1.71a,b 20.83 ± 1.31a 20.93 ± 0.62b
18:3 0.00 0.40 ± 0.26 0.3 ± 0.20
total 99.93 ± 0.02 99.98 ± 0.02 100.04 ± 0.03
SFA 48.24 ± 1.98 47.67 ± 2.14 43.49 ± 1.12
UFA 51.69 ± 1.98 52.31 ± 2.13 56.55 ± 1.13
PUFA 15.17 ± 1.17a,b 21.23 ± 1.42a 21.23 ± 0.67b
 
 
Table 4 Fatty acid contents (%) of epididymal white adipose tissue from P. sungorus determined 
with gas chromatography. Hamsters were acclimated to long photoperiod (LP, n=7) or short 
photoperiod (SP) acclimated to 23°C (n=7) or to 5°C (n=8) ambient temperature. Significant 
differences between acclimation states are indicated with the same letter, p< 0.05. 
 
Fatty acid LP 23°C SP 23°C SP 5°C
14:0 2.59 ± 1.07 1.81 ± 0.88 1.95 ± 0.43
16:0 32.21 ± 1.45 34.17 ± 1.13c 28.49 ± 1.28c
16:1 19.01 ± 0.45a,b 11.30 ± 1.17 13.46 ± 0.82
18:0 0.00 1.07 ± 0.52 0.24 ± 0.24
18:1 25.80 ± 1.21 26.97 ± 1.33 30.25 ± 1.87
18:2 20.40 ± 0.85a,b 23.87 ± 1.01a 25.25 ± 0.77b
18:3 0.00 0.86 ± 0.41 0.39 ± 0.26
total 100.01 ± 0.01 100.06 ± 0.04 100.02 ± 0.02
SFA 34.80 ± 1.62 37.06 ± 1.96c 30.67 ± 1.36c
UFA 65.21 ± 1.63 63.00 ± 1.96c 69.35 ± 1.37c
PUFA 20.40 ± 0.85a,b 24.73 ± 1.14a 25.64 ± 0.99b
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Figure 1 
 
Figure 1 MRI setup with integrated indirect calorimetry. Room air was cooled with a heat 
exchanger before entering the metabolic cage. The air that exits the metabolic cage was analyzed 
with an O2 and CO2 analyzer using room air as reference gas. 
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Figure 2 
 
Figure 2 Oxygen consumption (VO2) and cuvette temperature (Tc) of P. sungorus in the 
magnetic resonance imaging setup. Hamsters started torpor at the end of scotophase (indicated 
as black bar) and continued torpor irrespective of the MRI measurements (a). No differences 
compared to a torpor bout without MRI measurement were obvious (b). 
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Figure 3 
 
Figure 3 Images and H+-Spectroscopy acquired from P. sungorus inside the metabolic cage with 
integrated body coil. The coil was tested with an anaesthetized hamster (a) and then used for 
imaging torpid hamsters without anesthesia (b-e). Br: Brain, iBAT: interscapular brown adipose 
tissue, dc: dorsocervical brown adipose tissue, ss: substernal brown adipose tissue, H: Heart, L: 
Liver, K: Kidney, B: Bladder, O: Olfactory bulb, Ht: Hypothalamus, C: Cerebellum, arrow: 
Ventricle. Sequences were as follow: 
(a) T2-weighted turbo spin echo sequence of a normothermic hamster in sagittal view (TR: 2000 
ms, TE: 45 ms, matrix size: 448 x 448, slices: 10, slice thickness 0.7 mm, voxel size 0.238 x 
0.238 x 0.7 mm3, acquisition time: 210 s). (b 12_1_4) T2-weighted turbo spin echo sequence of 
a torpid hamster in sagittal view (TR: 1420 ms, TE 55 ms, FoV: 48 x 48 mm2, matrix: 192 x 192, 
slices: 24, slice thickness: 0.8 mm, voxel size: 0.250 x 0.250 x 0.8 mm3, acquisition time: 156 s). 
(c) T2-weighted turbo spin echo sequence of the hamsters´ brain in axial view (TR (repetition 
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time): 1010 ms, TE (echo time): 50 ms, FoV: 50 x 50 mm2, matrix: 192 x 192, slices: 16, slice 
thickness: 0.8 mm, voxel size: 0.260 x 0.260 x 0.8 mm3, acquisition time: 111 s). (d) PRESS 1H-
spectroscopy without water suppression of brown adipose tissue (TR 2,500 ms; TE 28 ms; flip 
angle 90°, voxel size 3.8 x 3.1 x 2.6 mm3; 128 averages; acquisition time 335 seconds). (e) Time 
of flight sequence for whole body angiography (TR: 21 ms, TE 4.68 ms, FoV: 50 x 50 mm2, 
matrix: 256 x 256, slices: 80, slice thickness: 0.5 mm, voxel size: 0.195 x 0.195 x 0.5 mm3, 
acquisition time: 568 s). Localization of hamster during time of flight sequence (TR: 23 ms, TE 
4 ms, FoV: 60 x 60 mm2, matrix: 256 x 256, slices: 1, slice thickness: 1.0 mm, voxel size: 0.234 
x 0.234 x 1.0 mm3, acquisition time: 19 s). 
 
Figure 4 
 
 
Figure 4: Longitudinal (T1) and transversal (T2) relaxation times of interscapular brown (iBAT) 
and epididymal white (eWAT) adipose tissue from P. sungorus. Hamsters were acclimated to 
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long photoperiod (LP) or to short photoperiod (SP). Significant differences between acclimation 
states are indicated with the same letter and between tissues with *, p< 0.05. 
 
Figure 5 
 
 
Figure 5 T1 weighted images in pseudo color from the neck area and the abdominal area of P. 
sungorus acclimated to different photoperiods and ambient temperatures. The neck area shows 
interscapular brown adipose tissue (iBAT), substernal (sBAT) and dorsocervical (dcBAT) brown 
adipose tissue. The abdominal area was visualizes the epididymal white adipose tissue (eWAT) 
depot. Images are acquired in sagittal orientation. 
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Figure 6 
 
Figure 6 Fatty acid composition of interscapular brown (iBAT) and epididymal white (eWAT) 
adipose tissue from anaesthetized P. sungorus determined with magnet resonance +H-
spectroscopy. Hamsters were acclimated to long photoperiod (LP) or to short photoperiod (SP). 
Significant differences between acclimation states are indicated with the same letter and between 
tissues with *, p< 0.05.  
 
Figure 7 
 
Figure 7 Fatty acid composition of interscapular brown (iBAT) and epididymal white (eWAT) 
adipose tissue dissected from Djungarian hamsters. Tissues were analyzed with gas 
chromatography. Sacrificed hamsters were acclimated to long photoperiod (LP) or to short 
photoperiod (SP). Significant differences between acclimation states are indicated with the same 
letter and between tissues with *, p< 0.05. 
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Figure 8 
 
Figure 8 Correlation between parameters of fatty acid composition from P. sungorus determined 
with +H-spectroscopy and gas chromatography. +H-spectroscopy was acquired in interscapular 
brown (iBAT) and epididymal white (eWAT) adipose tissue of living, anaesthetized hamsters. 
Hamsters were sacrificed and adipose tissues were dissected and analyzed with gas 
chromatography. Data of hamsters kept at long and short photoperiod at 23°C ambient 
temperature were pooled here. The regression line illustrates the estimated relationship between 
both methods.  
 
Supplemental figure 1 
 
Manuskript (Grimpo et al. in Vorbereitung) 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
- 113 - 
Supplemental figure 1 
Metabolic cage with integrated body coil for magnetic resonance imaging of torpid hamsters. a-
c The device was covered all over with acoustic foam for noise protection (A). A screw cup 
allowed opening and closing of the metabolic cuvette. A grid (G) served the hamsters as plain 
seat. b-d Nesting material of their home cages facilitated the hamsters to feel save inside the 
metabolic cuvette and they performed daily torpor spontaneously. c Capacitors and trimmers (K) 
allowed the tuning and the matching of the volume coil to the proton resonance frequency at 7 
Tesla (300.40 MHz). d,e Conductors of the so-called 12-leg high pass Birdcage coil, were 
directly attached to the cylindrical cuvette. The coil was 9 cm long, circular polarized and 
shielded. 13 pico farad capacitors were used. f Acrylic glass was used to manufacture the basic 
frame and air was pumped through the integrated glands on both sides of the cuvette. 
 
Supplemental figure 2 
 
Supplemental figure 2 
Seasonal dimorphism of Phodopus sungorus. Hamster in winter coat acclimated to short 
photoperiod (left) and hamster with summer fur acclimated to long photoperiod (right).  
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6.6 Grimpo et al. 2014 
 
 
 
Brown adipose tissue dynamics in wild-type and 
UCP1-knockout mice:  
in vivo insights with magnetic resonance 
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Supplemental Figure I 
 
 
 
Supplemental Figure I Transmit/receive surface loop coil for 31P-spectroscopy in brown 
adipose tissue of mice.  
The loop coil is connected to a preamp board via a flexible coaxial cable to allow variable 
positioning of the coil. The board consists of a Tx/Rx- switch and a preamplifier in the receive 
line. (A).  
The coil has a rectangular shape (16 x 16 mm) and was mounted on a bisected glass reinforced 
plastic pipe to ensure an optimal placement on the mice’s necks (B, C). The coil was matched 
and tuned to phosphorus resonance frequency at 7 Tesla (121.62 MHz) using the capacitors and 
trimmers (see white arrows). The toroidal cable trap is marked with the black arrow. Correct coil 
position was controlled via proton imaging of the adalat capsule in the centre of the coil using 
the integrated body coil of the scanner. 
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Supplemental Figure II 
 
 
 
Supplemental Figure II Association between iBAT wet weight and iBAT volume of UCP1-KO 
and WT mice acclimated to 5°C ambient temperature. Two days after the MRI measurements 
mice were sacrificed and the dissected interscapular BAT was weighed by scale. The volume of 
the iBAT depot was acquired from T1 weighted images. Therefore the respective area from each 
slice were summed up and multiplied by the slice thickness. There was a significant correlation 
between iBAT volume and the tissue weight (p=0.03). 
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Supplemental Figure III 
 
 
Supplemental Figure III Response of oxygen consumption (VO2), heart rate, respiration rate 
and respiratory quotient (RQ) to noradrenaline injection (NA). All physiological parameters 
were monitored from three individual WT mice (column A) and from three individual UCP1-KO 
mice (column B). Noradrenaline was administered at time point zero. The mice were 
anesthetized with pentobarbital sodium intraperitoneally at a dose of 75 mg/kg body weight 
(Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos, Germany). Single mice were placed in a mouse bed 
(Bruker Biospin MRI GmbH, Ettlingen, Germany). Oxygen consumption and carbon dioxide 
production were measured with an open respiratory system (previously described by Heldmaier 
and Ruf 1992). Therefore, mice were enclosed with a 6.0 l freezer bag. Air was sucked through 
the bag with a flow rate of 35 ± 0.5 l/h, dried by an electric freeze trap (M and C Cooler, ECM, 
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Ratingen, Germany) and the airflow was continuously monitored by an electronic mass flow 
meter (Bronkhorst High-Tech B.V., Ruurlo, Netherlands). O2 and CO2 content of the air were 
measured with a two-channel O2 analyzer (Oxzilla II, Sable systems int., Las Vegas, USA) and a 
two-channel CO2 analyzer (AO2000, ABB Automation GmbH, Frankfurt, Germany) with a 
resolution of 0.001 ΔVol % comparing the air entering and leaving the bag. The read out interval 
was set to 20 s and the room air was used for automatic zero readjustment before noradrenaline 
application. VO2 was calculated according to Haldane equation: VO2 = Flowin x FO2in – Flowout 
x FO2out, where FO2in and FO2out are fractional concentrations of O2 in fresh gas and mixed 
exhaust gas respectively. NA (1 mg/kg body weight) was administered by a subcutaneous access 
through a polyethylene tube system during the measurement. The body temperature of mice was 
stabilized with a heating unit. Animal respiration rate and ECG were recorded continuously with 
an animal monitoring system (SAInstruments, Stony Brook, NY, USA). 
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8 Anhang 
 
Die beiliegende CD beinhaltet ergänzendes Bild- und Videomaterial zu den MRT/MRS 
Ergebnissen. Zur vereinfachten Darstellung sind diese in einer PowerPoint Präsentation 
zusammengefasst. 
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